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Riassunto 
Esistono più di 50 diverse patologie neurologiche che hanno una confermata o sospetta eziologia 
autoimmune e che si stima colpiscano 75 milioni di persone nel mondo. Sebbene negli ultimi anni 
sia cresciuto l’interesse per i meccanismi immunopatologici anticorpo-mediati, le evidenze di un 
ruolo primario degli autoanticorpi nella patogenesi delle malattie autoimmuni del SNC sono ancora 
poche. La maggior parte di queste patologie è rara e per molte di esse non esiste un metodo di 
diagnosi in quanto l’antigene (o gli antigeni) bersaglio della risposta autoimmune sono sconosciuti. 
A tale scopo risulta fondamentale il supporto di un test diagnostico che aiuti ad identificare la 
presenza di tali anticorpi nel siero dei pazienti. 
Lo scopo del mio progetto di Dottorato è stato la messa a punto di un metodo di identificazione di 
anticorpi anti-neurali caratteristici di diverse patologie che utilizza l’immunoistochimica su sezioni 
di cervello di ratto. Questo metodo è stato quindi testato per la rilevazione di autoanticorpi 
antineurali in particolare in 4 gruppi di patologie neurologiche: le sindromi Paraneoplastiche, la 
Neuromielite Ottica, le Neuropatie periferiche e Sclerosi Laterale Amiotofica (SLA). 
La ricerca di questa tesi di dottorato si è sviluppata seguendo tre obbiettivi specifici:  
1. Creare un metodo di controllo qualità per il saggio di analisi immunoistochimica TABA e 
valutare la sua validità diagnostica. 
2. Sviluppare un test che permetta l’analisi della reattività dei sieri di pazienti che presentano 
neuropatie non ancora classificate perché ad antigene ignoto.  
3. Testare con la metodica TABA di immunoistochimica semi-quantitativa su sezioni di 
cervello di ratto sieri di pazienti affetti da SLA al fine di individuare un disegno di 
marcatura specifico. 
 
Il metodo utilizzato riguarda lo screening di anticorpi anti sistema nervoso basato su un’analisi 
immunoistochimica (IHC) semi quantitativa  (metodo TABA) su sezioni di cervello di ratto al fine 
di descrivere e quantificare la reattività contro particolari regioni del cervello (Boscolo et al. 2007) e 
di discriminare le specifiche marcature associate alle differenti neuropatologie. L’innovazione di 
questa ricerca è stato quello di creare un metodo di controllo qualità per il saggio di analisi 
immunoistochimica mediante l’ideazione di un protocollo standard che si avvale dell’utilizzo di un 
controllo positivo (siero a reattività nota), la cui stabilità viene monitorata nel tempo tramite 
l’utilizzo di un algoritmo statistico. E’ stato scelto all’interno della sieroteca presente in laboratorio, 
un siero fortemente positivo all’analisi TABA e sono state marcate 80 sezioni di cervello con questo 
anticorpo. E’ stata quindi eseguita la densitometrie su 3 aree cerebrali: il midollo allungato, il V° 
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strato della corteccia e le cellule del Purkinjie. Quindi è stato possibile definire un intervallo di 
confidenza densitometrico per standardizzare l’uso dell’ IHC, da utlizzare come protocollo di 
controllo qualità. L’identificazione di un metodo di controllo qualità per l’analisi 
immunoistochimica rappresenta un grande passo avanti nella diagnostica di laboratorio in quanto 
permette la standardizazzione di un metodo da molti sottovalutato ma indispensabile 
nell’identificare la reattività di un siero verso antigeni ignoti, nel caso in cui i kit attualmente in uso 
non ne identifichino l’antigene. Infine, grazie al confronto tra la diagnosi basata sul metodo TABA 
e i kit diagnostici è stato possibile valutare i parametri qualitativi del metodo TABA in termini di 
predittività e specificità. 
La seconda parte di questo lavoro è focalizzata allo sviluppo di  un test che permetta l’analisi 
della reattività dei sieri di pazienti che presentano neuropatie non ancora classificate perché ad 
antigene ignoto. Attualmente in commercio esistono kit diagnostici per l’individuazione degli 
antigeni target delle neuropatie periferiche, tuttavia il numero di neuropatie autoimmuni non 
identificate è ancora alto. Pertanto abbiamo deciso di sfruttare la tecnica dell’IHC su nervo 
sciatico di ratto per individuare la presenza di un’autoimmunità nel caso in cui i kit commerciali 
risultino negativi. Questo studio prevede l’analisi di 25 sieri di pazienti affetti da neuropatie e il 
successivo confronto tra i vari protocolli al fine di individuare un metodo per l’analisi 
immunoistochimica su nervo sciatico di ratto utilizzando anticorpi secondari specifici anti IgG ed 
IgM umane. E’ stato effettuato quindi uno studio in relazione ai diversi disegni di marcatura 
delle sezioni, al fine di trovare una correlazione tra la patologia e il pattern di marcatura  (sugli 
assoni, sull’endonevrio ed un pattern misto). I risultati ottenuti con questo nuovo approccio 
“home made” sono stati in seguito paragonati con quelli riscontrati utilizzando un kit diagnostco 
commerciale Euroimmun Italia. Tuttavia, la metodica di IHC non è risultata in nessun caso 
idonea per la rilevazione di autoanticorpi IgG o IgM nelle neuropatie periferiche. 
Paralellamente è stato svolto uno studio riguardante un gruppo di pazienti afferri da sclerosi 
laterale amiotrofica (SLA), per cui vi sono evidenze di una possibile componente autoimmune 
(Pagani et al. 2006). Sono stati analizzati 14 sieri di pazienti con confermata diagnosi di SLA e 9 
sono risultati positivi all’esame immunoistochmico TABA per le IgG di cui 2 erano positivi kit 
per autoanticorpi paraneoplastici. Pertanto in 7 pazienti, si è riscontrata una reazione anti-neurale 
non spiegata da anticorpi noti. E’ stato possibile inoltre identificare un pattern di marcatura 
comune nei sieri affetti da SLA che corrisponde ad una marcatura del nucleolo (Parker et al. 
2009). Quattro di questi sieri sono risultati positivi per l’antigene Ro52 con il metodo line blot. 
Questi risultati supportano l’ipotesi autoimmune nella SLA e confermano l’uso della IHC con il 
metodo TABA come con importante strumento di diagnosi e di ricerca di nuovi autoanticorpi. 
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Capitolo 1. Introduzione 
 
1.1 Le malattie autoimmuni del sistema nervoso: aspetti generali 
Le malattie autoimmuni del sistema nervoso costituiscono un insieme piuttosto eterogeneo e 
complesso che include malattie del sistema nervoso centrale (SNC), del sistema nervoso periferico 
(SNP), della giunzione neuromuscolare e del sistema ottico/visivo. Tali patologie sono causate da 
un’errata risposta da parte dell’organismo mediata dal sistema immunitario il quale attacca strutture 
normalmente considerate “self” in quanto non più riconosciute come tali (“non self”). La risposta 
può essere diretta verso un particolare organo, in tal caso si parla di “autoimmunità organo 
specifica”, oppure diretta verso più tessuti (autoimmunità sistemica). La tolleranza immunitaria 
verso i “self” è un insieme di fenomeni che non è schematizzabile semplicemente in una mancata 
risposta immunitaria, quanto piuttosto in un attivo e dinamico evento fisiologico che comporta un 
processo continuo di riconoscimento e quindi di regolazione di alcuni meccanismi effettori da parte 
delle cellule immunocompetenti: linfociti B, linfociti T, monociti e macrofagi. Sono state formulate 
numerose ipotesi circa i meccanismi che portano a fenomeni di autoimmunità tra cui: anomalie 
immunitarie (Oppezzo et al. 2003) fattori genetici (Mori et al. 2005) e si ipotizza possano avere una 
certa rilevanza anche i fattori ambientali.  
Le anomalie ereditarie sono dovute ad uno “sbilanciamento” dell’attività del sistema immunitario 
verso una determinata linea cellulare linfocitaria non adeguatamente controllata nella sua 
maturazione e nello svolgimento delle sue funzioni effettrici. Livelli minimi di autoimmunità sono 
sempre presenti fisiologicamente e sono probabilmente indispensabili per il corretto svolgimento 
delle funzioni di difesa, ma l’attività anti-self è quantitativamente più significativa e soprattutto non 
è limitata temporalmente al contesto della normale risposta immune ad agenti patogeni. Esempi di 
malattie autoimmuni sono il lupus eritematoso sistemico, l’artrite reumatoide, la sclerosi multipla e 
il diabete mellito di tipo 1 (Terryberry et al. 1998) . 
Circa il ruolo dei fattori genetici, esistono numerose informazioni provenienti dallo studio di 
modelli sperimentali (Tamagno et al. 2007) o da dati clinici su soggetti umani, dove la familiarità 
della patologia immune è documentata dall’elevata frequenza con cui è possibile riscontare le stesse 
anomalie sierologiche nei familiari consaguinei dei malati, seppur in assenza di malattia 
conclamata. 
Un altro capitolo estremamente importante nell’ambito delle patologie autoimmuni è rappresentato 
dal ruolo svolto dai fattori ambientali nell’eziopatogenesi di queste forme patologiche ed in primo 
luogo da agenti virali. Quest’ultimi potrebbero indurre modificazioni di strutture antigeniche del 
“self”, formazione di anticorpi antivirali crossreagenti con autoantigeni o ancora interferire con 
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meccanismi diversi in modo da indurre quella perdita di tolleranza capace di attivare una patologia 
autoimmunitaria. Per esempio per quanto riguarda il coinvolgimento dei virus nell’autoimmunità 
del CNS vi sono due potenziali opzioni: il virus può reagire dopo una lunga latenza anche 
nell’ordine di anni e distruggere gli oligodendrociti, oppure può dar luogo ad un’immunopatologia 
di demielinizzazione acuta o subacuta; come ad esempio la leucoencefalopatia progressiva 
multifocale (PML), causata dal virus JC (papova virus umano) o per quanto riguarda l’associazione 
della demielinizzazione con gli agenti virali, un esempio tipico è quello associato con le 
encefalomieliti e la varicella (Grigoriadis et al. 2006). Si ipotizza che in alcuni casi l’infezione 
virale possa dar inizio o in altri casi aumentare la malattia autoimmune organo specifica (Olson et 
al. 2001). Vi sono molte opzioni riguardo il coinvolgimento dell’infezione virale nell’autoimmunità, 
le più significative risultano essere: meccanismi molecolari, la conseguente attivazione e la 
molteplicità degli epitopi presenti (Fig. 1). 
 
Fig. 1 Schema per l’autoimmunità scatenata dai virus nella Sclerosi Multipla 
 
E’ stato inoltre dimostrato sia con l’utilizzo di modelli animali sperimentali, sia in patologia umana 
che le infezioni virali rappresentano uno stimolo efficace per indurre la comparsa delle malattie 
autoimmuni, quali per esempio gli anticorpi circolanti (Grigoriadis and Hadjigeorgiou 2006). Altri 
fattori scatenanti l’autoimmunità possono essere rappresentati da proteine derivanti da batteri 
conosciute come superantigeni che non sono processati da parte delle cellule presentanti l’antigene. 
Questi superantigeni, di cui un esempio è il lipopolisaccaride (LPS) della parete batterica, 
interagiscono con un elevato numero di cellule T e B, indipendentemente dalla loro specificità 
antigenica, inducendo l’attivazione delle cellule B e la secrezione di anticorpi (Boscolo and 
Tongiorgi 2007). Le reazioni autoimmuni possono essere, in altri casi, il risultato di modificazioni 
indotte da agenti ambientali quali xenobiotici (Sakaguchi et al. 1994), radiazioni, ingestione di 
triptofano (Fallarino et al. 2006) pesticidi (Sobel et al. 2005) mercurio (Havarinasab et al. 2005), 
deficienza di sali minerali nella dieta o intolleranza a particolari componenti presenti nei cibi, come 
il glutine nella malattia celiac (Kagnoff 2007). 
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Classificazione delle patologie autoimmuni 
Numerose sono le classificazioni proposte per inquadrare adeguatamente la patologia autoimmune: 
alcune di queste si basano su criteri clinici, altre su criteri eziopatologici, altre ancora si limitano ad 
un elenco di fenomeni caratteristici delle patologie, per i quali sono stati descritti aspetti immunitari. 
Secondo la classificazione tradizionale si possono distinguere tre forme principali di malattie 
autoimmuni: organo specifiche, non organo specifiche e forme intermedie. Nel gruppo delle 
patologie organo specifiche sono comprese tutte quelle patologie caratterizzate da una risposta 
cellulare e/o umorale diretta verso antigeni presenti su cellule di singoli organi, come nel caso delle 
tireopatie autoimmuni (Vondra et al. 2006). Le malattie autoimmuni non organo specifiche sono 
caratterizzate invece da una risposta cellulare e/o umorale nei confronti di costituenti largamente 
distribuiti in vari organi, con danni tissutali dovuti essenzialmente all’azione di immunocomplessi; 
esempi comuni sono costituiti dal lupus erimatoso sistemico (SLE), dalla dermatomiosite, e 
dall’artrite reumatoide (RA) (Terryberry, Thor and Peter 1998). Nel terzo ed ultimo gruppo, 
vengono per comodità riunite tutte le altre forme ad eziologia autoimmune in cui, accanto a risposte 
strettamente organo specifiche, coesistono risposte verso antigeni diffusamente distribuiti. 
Volendo raggruppare le sindromi autoimmuni in base alla consistenza delle evidenze cliniche 
possiamo identificare i gruppi riassunti nella tabella seguente (Tabella 1). 
Criteri per la definizione di malattia autoimmune 
Affinché una malattia possa essere definita autoimmune deve soddisfare i seguenti criteri: 
1. Presenza di autoanticorpi a livello di un organo bersaglio o circolanti. 
2. Presenza di infiltrati linfocitari autoreattivi in un organo bersaglio (patologia autoimmune 
organo specifica), oppure diffusi in diversi apparati (patologia autoimmune non organo specifica). 
3. Identificazione e isolamento di autoantigeni impegnati nella reazione autoimmune. 
4. Efficacia della terapia immunosoppressiva (plasmaferesi o trattamento intravenoso con 
immunoglobuline). 
5. Possibilità di riprodurre la patologia in animali da esperimento mediante inoculo di siero, 
autoanticorpi purificati o di linfociti specifici. 
6. Possibilità di indurre malattia in animali somministrando l’antigene (Lang et al. 2003). 
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Tabella 1 Malattie con comprovata o sospetta origine autoimmune e loro frequenza. 
MALATTIE CON COMPROVATA ORIGINE AUTOIMMUNE 
SINDROMI PARANEOPLASTICHE FREQUENZA NON NOTA. 
Sindrome Yo N.D. 
Sindrome di Hu  N.D. 
Sindrome Tr N.D. 
Sindrome CV-2 /CRMP-5 N.D. 
Atassia con anticorpi contro il recettore metabotropico del glutammato N.D. 
Atassia con anticorpi contro CARP8 N.D. 
Sindrome Ri (o sindrome ANNA-2) N.D. 
Sindrome anti Ma-2 (TA) (encefalopatia) N.D. 
Corea Fibrillare di Morvan (timoma) N.D. 
Anticorpi anti K+ channel N.D. 
POLINEUROPATIE DEMIELINIZZANTI CRONICHE IMMUNI TOTALE:  251: 100.000 (0.25%) 
Polineuropatia infiammatoria cronica demielinizzante 1:100.000; Rapporto maschi-femmine 2:1 picco ai 50 anni d’età 
Neuropatie Multifocali motorie (MMN) 1:100.000; maschi-femmine 2:1 
Neuropatia associata a IgM anti MAG (sindrome anti- MAG) 3:100.000; 50% dei pazienti con gammopatia monoclonale IgM  
Sindrome di GALOP (Gait Autoantibody Late-age Onset Polyneuropathy) 5:100.000; 80% dei pazienti con gammopatia moniclonale IgM  
Sindrome di POEM (Polyneuropathy Organomegaly Edema M-protein) 1:100.000; 18% dei pazienti con gammopatia monoclonale IgM  
Neuropatia motoria sensoriale atassica demielinizzante N.D. 
Neuropatia motoria sensoriale cronica N.D. 
Neuropatia motoria assonale distale N.D. 
Neuropatia associata a IgG o IgM policlonali anti sulfatide N.D. 
Sindrome di Guillain Barrè (SGB) 20 su 100.000 
Sindrome di Miller Fisher 1:100.000 Sottogruppo della SGB (5%)  
Encefalite di Bickerstaff Variante della SGB 
Neuropatie acute con funzione bulbare N.D. 
Sindrome degli Antifosfolipidi (Sindrome LA) 2% della popolazione  
Sclerosi multipla 90: 100.000; 54.000 casi in Italia; 1 milione in tutto il mondo; 450.000 in Europa 
MALATTIE MUSCOLARI TOTALE: 18: 100.000 (0.018%) 
Miosite a corpi inclusi  5-10:100.000 
Dermatomiosite  4:100.000 
Polimiosite  6-8:100.000 
MIASTENIA GRAVE E DISORDINI DELLE GIUNZIONI NEURO MUSCOLARI TOTALE: 62: 100.000 (0.06%) 
Miastenia Grave 2:100.000; nelle donne si sviluppa tra i 18 e i 25 anni d’età. Negli uomini tra i 50 e gli 80 anni d’età 
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 N.D.: dati non disponibili 
 
Miastenia grave oculare 0,3:100.000; si sviluppa nel 10-15 % dei pazienti con Mistenia Grave  
Miastenia Grave Ab anti AchR negativa N.D. 
Miastenia Grave Sindriome del canale lento N.D. 
Sindrome di Lambert-Eaton  1:100.000 
NEUROMIOTONIE (ANMT) e ATASSIE FREQUENZA NON NOTA 
Sindrome di Isaac's Si manifesta dai 9 agli 80 anni d’età 
Stiff Person Syndrome (sindrome dell'uomo rigido) 1:1.000.000; Picco di incidenza tra i 30 e 50 anni d’età 
Atassia glutine dipendente 40% dei pazienti atassici. 
MALATTIE CON SOSPETTA EZIOLOGIA AUTOIMMUNE 
EPILESSIE CRIPTOGENETICHE  TOTALE: 5501:100.000 (5.5%) 
Encefalite di Rasmussen 0.2: 100.000 
Sindrome di Lennox Gastaud 250: 100.000; 5% di bambini con epilessia 
Sindrome di West 0,6:100.000; costituisce circa la metà delle epilessie. Esordio tra i 4 e i 7 mesi di età 
Sindrome di Landau Kleffner RARA. Si manifesta dai 5 ai 7 anni d’età. Maggior incidenza nei maschi 1:7 
SINDROMI NEUROPSCHIATRICHE ASSOCIATE AD ALTRE MALATTIE AUTOIMMUNI FREQUENZA NON NOTA 
PANDAS (disordini neuropsichiatrici autoimmuni pediatriciassociati ad infezioni streptococchie) N.D. 
Malattie miste del tessuto connettivo (MCTD) N.D. Si manifesta tra i 20 e i 50 anni d’età.9 pazienti su 10 sono donne 
Forme psichiatriche dell’Artrite Reumatoide 2300:100.000; 2,3% della popolazione mondiale 2.1 milioni in USA;  Donne-uomini 4:1  
Forme psichiatriche del Lupus Eritematosus sistemico (Neurolupus) N.D. 
Polimiositi e Dermatomiositi 5-10: 100.000 
Sindrome di Maniere 100: 100.000. Maggioranza di incidenza nelle donne: 50-65%  
Malattia di Degos 150 casi nel mondo 
Malattia di Graves 2000:100.000 
Encefalite di Hashimoto 100:100.000; 0.3- 1,5:1000 donne- uomini 20:1  
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Prendendo in considerazione il primo criterio si può affermare che tale definizione da sola non è 
sufficiente dal momento che gli autoanticorpi possono essere generati anche in risposta ad un danno 
tissutale. Se si considera come target dell’autoimmunità il CNS si deve pensare che gli anticorpi 
circolanti devono oltrepassare molte barriere per entrare in contatto con i loro antigeni. Questi 
anticorpi devono prima di tutto oltrepassare la barriera ematoencefalica (BBB) e penetrare nella 
densa matrice extra cellulare che si trova tra i capillari e raggiungere la cellula che esprime 
l’antigene target. Infine, se la patologia è mediata dalla fissazione del complemento, questa cascata 
di più di 20 proteine deve essere prodotta localmente, in quantità sufficiente per provocarne 
l’attivazione.  
Negli ultimi decenni è stata dimostrata l’esistenza di una produzione intratecale di molti 
autoanticorpi anti neurali tra i quali si trovano anticorpi contro la proteina basica anti mielina (anti-
MBP) e contro la transglutaminasi tissutale (anti TG2-2) (Lindfors et al. 2011). In alcuni casi 
rimane ancora poco chiara l’associazione tra la presenza di anticorpi antineurali circolanti e la 
presenza della patologia, in altri invece è stata dimostrata una stretta correlazione clinica del titolo 
anticorpale con la gravità della patologia. Vi sono anche esempi che confermano la loro importanza 
per la diagnosi; come nel caso dalla presenza di anti–MBP nella Sclerosi Multipla. In termini più 
generali, si può affermare che la produzione di anticorpi anti neurali nel fluido celebro spinale 
(CSF) può essere considerata come un segnale dell’attacco organo specifico e di un’alta possibilità 
per gli anticorpi di reagire con la cellula target nel CNS.  
Il secondo criterio per definire una malattia come autoimmune è la presenza di autoanticorpi a 
livello di un organo bersaglio o circolanti. Un esempio è fornito dalla presenza linfociti B e T 
circolanti di nella mucosa gastrica nella malattia celiaca (Chand et al. 2006). Relativamente al terzo 
criterio che una patologia deve soddisfare per rientrare nella categoria delle malattie autoimmuni è 
la presenza di autoantigeni, che ad oggi, è stata determinata in poche sindromi neurologiche e non 
neurologiche, come per esempio la transglutaminasi 2 (TG2) nella malattia celiaca, la 
transglutaminasi 6 (TG6) nelle dermatiti erpetiformi, e molto recentemente l’acquaporina 4 per la 
neuromielite ottica (Lennon et al. 2005) . 
I trattamenti immunosoppressori (quarto criterio) sono basati sull’uso di immunosoppressori 
(farmaci immunosoppressori), sull’iniezione di immunoglobuline intravena (IVIg) o sulla 
plasmaferesi. Questi farmaci sono utlizzati principalmente nella cura dell’artrite raumatoide (RA), 
della Miastenia Grave (MG), del lupus Sistemico Eritematoso (SLE), della malattia di Crohn e della 
colite ulcerativa. Inoltre largo uso viene fatto in caso di trapianto d’organo o in alcune condizioni 
allergiche come l’asma. Il trattamento con plasmaferesi richiede l’estrazione del sangue dal 
paziente, il plasma viene in seguito rimosso tramite un separatore per cellule e in seguito le cellule 
  7
del sangue vengono iniettate nuovamente al paziente. Tale procedimento viene usato per le stesse 
patologie che richiedono il trattamento con IVIg, dimostrando quindi che l’autoreattività delle 
immunoglobuline (Ig) è coinvolta nelle patologie e rappresenta una valida prova dell’eziologia 
autoimmune delle stesse.  
Il trasferimento passivo della patologia in animali (quinto criterio) è stato attualmente dimostrato 
solo per pochissime patologie; questo procedimento consiste nell’indurre la patologia in animali 
sperimentali tramite iniezione di siero o anticorpi purificati estratti da pazienti. La prima 
dimostrazione del trasferimento passivo di una patologia immune nel CNS è stato dimostrato nel 
1977 da Tokya (Toyka et al. 1977) in seguito sono stati effettuati numerosi esperimenti in cui il 
trasferimento passivo si dimostrò un buon approccio per dimostrare la patogenicità degli anticorpi 
nel siero, infatti l’utilizzo di siero o plasma di pazienti affetti da artrite reumatoide iniettato in topi 
può produrre infiammazione e lesioni istologiche (Gold et al. 2007). Un ulteriore esempio a 
riguardo è dato dallo studio della sensibilità al glutine nella patologia atassia glutine dipendente 
(GA). Tale lavoro condotto dimostrò per la prima volta che sieri di pazienti con sensibilità al glutine 
contengono anticorpi capaci di causare atassia se trasferiti nel sistema nervoso centrale di topi 
(Boscolo et al. 2007). 
Infine, il sesto criterio per la definizione della patologia autoimmune è l’induzione della patologia 
dopo iniezione di autoantigeni o linfociti autoreattivi. Questo è stato dimostrato ad esempio da un 
lavoro in cui femmine di topi BALB/c, infettate con un adenovirus modificato per esprimere i 
recettori per la tireotrofina (TSHR), presentano l’ipertiroidismo di Grave già dopo sole tre iniezioni 
(Kita-Furuyama et al. 2003) o ancora, topi Biozzi ABH immunizzati con  una proteina dei 
neurofilamenti, più precisamente con il NF-L, sviluppano paralisi spastiche e degenerazione 
assonale, proprio come succede nel decorso clinico dei pazienti affetti da Miastenia Grave 
(Huizinga et al. 2007) . 
Alla luce di questa definizione solo poche patologie possono essere considerate come autoimmuni e 
se si punta l’attenzione sulle patologie che coinvolgono il CNS il numero decresce notevolmente. 
La maggior parte delle patologie, infatti , non è stata studiata in maniera sistematica secondo i sei 
criteri sopra elencati, entrando così nella categoria delle patologie “sospette autoimmuni”. 
 
1.2 Metodiche per la diagnosi delle malattie del sistema nervoso 
La diagnosi è uno dei primi traguardi da raggiungere nel caso delle malattie autoimmuni del sistema 
nervoso non soltanto perché l’autoimmunità è una condizione cronica e incurabile, ma anche perché 
è fondamentale iniziare un trattamento farmacologico prima che si verifichi un danno neuronale 
irreversibile. E’importante quindi avere a disposizione dei corretti mezzi diagnostici per 
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l’individuazione delle malattie autoimmuni ed identificare i biomarker che permettono di affermare 
la presenza di una patologia specifica. A questo scopo, il primo passo è quello di conoscere gli 
antigeni, o comunque le cellule bersaglio degli autoanticorpi. Attualmente i test per 
l’individuazione di autoanticorpi dal siero di pazienti o dal fluido cerebrospinale contro bersagli 
noti sono basati principalmente su metodica ELISA, tuttavia altre tecniche possono essere 
utilizzate, come Western Blot (WB), Line Blot (LB), Immunofluorescenza (IF), immunoistochimica 
(IHC), radio immune assay (RIA), Immunoradiometric assay (IRMA), enzyme multiplied 
immunoassay technique (EMIT) e metodiche di nuova generazione come i beads. 
 
Test ELISA 
L’Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) è una tecnica che combina la specificità di un 
anticorpo con la sensibilità di un semplice saggio enzimatico, utilizzando anticorpi o antigeni 
coniugati con enzimi. Questa metodica si compone delle seguenti fasi: 
1. Assorbimento dell'antigene sul fondo di una vaschetta di reazione (provetta, piastra petri, 
pozzetto di una piastra per ELISA). 
2.  Incubazione con l’anticorpo primario. Dopo incubazione per permettere la formazione 
dell'eventuale complesso antigene-anticorpo la soluzione che contiene l'anticorpo libero viene 
rimossa tramite lavaggi con latte. 
3.  Incubazione con anticorpo secondario per la rivelazione del complesso antigene-
anticorpo primario. Lavaggi con latte. 
4.  Rilevazione del complesso antigene-anticorpo: aggiunta del substrato dell'enzima 
coniugato all'anticorpo secondario: si sceglie un substrato sintetico tale per cui il prodotto della 
reazione con l'enzima coniugato all'anticorpo secondario è colorato (tipicamente: giallo per la 
fosfatasi alcalina o rosso per la perossidasi): la presenza del complesso antigene-anticorpo 
primario viene rilevata attraverso lo sviluppo del colore. L'intensità del colore dipenderà (a parità 
di tempo di incubazione) dal numero di complessi presenti. 
 
Per quanto riguarda l’interpretazione del test ELISA l'assenza del colore giallo indica l'assenza del 
complesso antigene-anticorpo primario nel campione analizzato; l'intensità del colore giallo nei 
diversi pozzetti della piastra ELISA è proporzionale al numero di complessi antigene-anticorpo 
(primario) formati e quindi alla concentrazione dell'antigene (in grado di legare l'anticorpo 
primario) nel campione analizzato. Sono possibili schemi sperimentali diversi in cui in ogni 
reazione parallela si immobilizza lo stesso campione di antigene e si utilizzano campioni di 
anticorpi (primari) diversi. In questo caso lo sviluppo del colore e la sua intensità saranno misure 
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della presenza di anticorpi in grado di riconoscere l'antigene e della loro concentrazione (o affinità 
per l'antigene) (Fig. 2). 
 
Fig. 2 Piastra ELISA. Rivelazione dello stesso campione di antigene utilizzando diversi anticorpi 
primari nella stessa piastra. I diversi colori indicano la rivelazione dei diversi substrati analizzati. 
 
Esistono diverse tipologie di ELISA:  
ELISA Diretto: l’antigene viene fatto aderire direttamente alla base solida (pozzetto), la 
rilevazione viene eseguita mediante un anticorpo direttamente marcato con un enzima.  
ELISA Indiretto: l’antigene anche in questo caso viene fatto aderire direttamente alla base solida 
ma in questo caso la rilevazione avviene con due anticorpi. L’anticorpo primario che non è marcato 
ed un secondario che riconosce quello primario e porta l’enzima per la rilevazione colorimetrica. 
Questo sistema viene scelto perché particolarmente efficace per la quantificazione da campioni di 
siero o liquor. 
ELISA Competitivo: prevede l’aggiunta simultanea di anticorpi o proteine in competizione tra 
loro. 
ELISA a Sandwich: un anticorpo, detto di cattura, viene adeso alla base solida. I campioni saranno 
quindi aggiunti, con una specifica soluzione tampone per ridurre al minimo l’adesione al pozzetto. 
Infine un anticorpo secondario, marcato con un enzima, svilupperà la quantificazione. Il sistema a 
Sandwich è sicuramente il sistema più sensibile e specifico per il rilevamento di basse quantità 
d’antigene.  
 
Western Blotting (WB) 
Questa tecnica permette di rilevare proteine mediante un anticorpo specifico e riesce ad identificare 
antigeni specifici anche partendo da un lisato complesso. In questa metodologia le proteine, dopo 
essere state frazionate in SDS-PAGE, vengono trasferite su membrana grazie ad un campo elettrico 
trasversale che le forza a migrare dal gel sulla membrana a cui aderiscono. Il WB dà informazioni 
riguardo la composizione e il peso molecolare dei diversi antigeni ricosciuti ma le proteine 
utilizzate come antigeni risultano distrutte nella loro conformazione, il trattamento con SDS infatti 
elimina le differenze di forma, quindi la lunghezza della catena polipeptidica, che riflette la massa, 
è l’unico determinante della velocità di migrazione. Il Western Blotting si compone di varie fasi: 
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1. Blocking: nel processo di trasferimento rimangono dei siti liberi sulla membrana con una miscela 
di proteine non specifiche. Questo evita il legame non specifico dell’anticorpo su tali siti. 
Si utilizza solitamente latte in polvere o albumina di siero bovino (BSA). 
2. Incubazione con anticorpo primario: la membrana viene immersa in una soluzione che contiene 
l’anticorpo contro la proteina di interesse. Poiché tutti i siti della membrana che legano proteine 
sono bloccati, l’anticorpo aderisce alla membrana solo se si lega con il suo antigene specifico. Di 
solito l’incubazione avviene a 4°C per una notte. 
3. Lavaggi: Permettono di eliminare dalla membrana l’anticorpo in eccesso che non ha aderito 
all’antigene. La membrana viene lavata, agitando energicamente su basculante con una soluzione 
contenente detergente.  
4. Incubazione con anticorpo secondario: la membrana viene immersa in una soluzione che contiene 
un anticorpo in grado di reagire con qualunque anticorpo della stessa fonte biologica del primario. 
5. Lavaggi: permettono di eliminare dalla membrana l’anticorpo in eccesso che non ha aderito alle 
immunoglobuline dell’anticorpo primario. 
6. Rivelazione della proteina: l’anticorpo secondario è accoppiato covalentemente ad un enzima che 
catalizza una reazione cromogena quando la membrana viene incubata con il substrato dell’enzima 
accoppiato. 
 
Line blotting 
Il principio di questa metodica è analogo a quello precedentemente illustrato per il WB, l’unica 
differenza consiste nel fatto che in questo caso si dispone di strisce di nitrocellulosa alle quali 
vengono legate le diverse molecole antigeniche senza prima passare attraverso una separazione 
elettroforetica. Le proteine dunque si trovano nel punto della striscia dove vengano depositate. 
Questo metodo presenta numerose applicazioni commerciali ed è molto usato nel campo della 
diagnostica clinica per la rapidità e l’accuratezza nella diagnosi (Tozzoli 2007). 
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Fig. 3 Schematizzazione del principio del Western Blotting e Line blotting A. Principio del WB. B. 
EUROLINE membrane chip. Esempio di lineblotting attualmente in commercio per l’identificazione 
di antigeni specifici. 
 
Immunofluorescenza indiretta 
E’ una metodica diagnostica che si basa sulla capacità di anticorpi anti immunoglobuline umane 
coniugate ad una sostanza fluorescente di rivelare la presenza di anticorpi fissati ad antigeni di 
identità ignota espressi in substrati diversi costituiti da cellule in coltura e/o sezioni di tessuti fissati 
su vetrino. Se il saggio è positivo gli autonticorpi presenti nel siero si attaccano all’antigene 
presente nel tessuto o nella cellula. In un secondo passaggio gli anticorpi del siero umano sono 
riconosciuti da un anticorpo secondario reso fluorescente da un fluorocromo e visualizzati al 
microscopio a fluorescenza. I fluorocromi sono molecole che eccitate da una luce di un dato colore 
emettono una luce di un colore diverso e derivata da un’emissione. Esistono diversi tipi di 
fluorocromi in commercio e ognuno di questi possiede un preciso spettro di eccitazione e di 
emissione (Tabella 2). 
 
 
Tabella 2 Elenco dei diversi fluorofori in commercio. 
 
A B 
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Una particolare applicazione di questa tecnica si trova nell’ideazione dei così detti Biochip offerti 
dall’azienda Euroimmun in cui vetrini coprioggetti con i substrati biologici, vengono tagliati in 
frammenti di 1 millimetro (BIOCHIP). Questo permette di ottenere 10 o più preparazioni di qualità 
omogenea per sezione di tessuto; tagliando substarti di culture cellulari è possibile ottenere 
centinaia di BIOCHIP (Fig. 4). 
 
 
Fig. 4 Tecnologia biochips e mosaici 
 
Fluorescenza su cellule  
Un’ulteriore applicazione della tecnica del BIOCHIP è data dai pannelli a mosaico. Questo metodo 
diagnostico sfrutta sia sezioni di tessuto, sia cellule trasfettate con l’antigene specifico in modo tale 
da offrire uno spettro più ampio e dettagliato per l’analisi. Il test viene effettuato utilizzando vetrini 
con differenti tessuti posizionati uno accanto all’altro sullo stesso vetrino. E’ possibile così ricercare 
contemporaneamente differenti anticorpi diretti contro diversi organi oppure testare la reattività di 
un siero contro tessuti di controllo positivi e negativi in contemporanea. In questo modo si possono 
evidenziare facilmente profili anticorpali dettagliati, permettendo una determinazione reciproca dei 
risultati ottenuti su differenti substrati. I campioni positivi possono essere titolati utilizzando diverse 
diluizioni. L’intervallo più adatto si ottiene applicando un fattore di diluizione pari a 3,162 (radice 
quadrata di 10). In questo modo, ogni seconda diluizione presenta al suo denominatore un fattore 
moltiplicativo di 10 (1:10, 1:32, 1:100, 1:320, 1:1.000, 1:3.200, 1:10.000 etc.). 
Il limite di questa metodica tuttavia è proprio il fattore di diluizione. Le schede tecniche dei kit 
presenti in commercio, infatti, non presentano un fattore di diluizione standard, ma consigliano di 
effettuare una scala graduale di diluizione. Questo porta ad una non standardizzazione del test, in 
quanto operatori diversi in laboratori diversi possono utilizzare differenti diluizioni di siero, 
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leggendo così diversi gradi d’intensità del risultato di fluorescenza ottenuto. E’ facile intuire inoltre, 
che la stessa problematica riguardante i fattori di diluzione sia attribuibile anche al metodo 
dell’immunoistochimica su sezioni di tessuto non commerciali e alla conseguente determinazione di 
un pattern di positività/negatività (Fig. 5). 
 
 
Fig. 5 Pannello a mosaico. Anticorpi anti recettori del glutammato (tipo NMDA): Ippocampo di 
ratto (in alto a sinistra), cervelletto di ratto (in basso a sinistra), cellule non transfettate (in alto a 
destra), cellule transfettate (in basso a destra).(Figura tratta da catalogo Euroimmun, Luebeck, 
Germany). 
 
Nell’esempio mostrato in figura 5 l’immunofluorescenza su sezioni tissutali d’ippocampo di ratto e 
cervelletto di ratto, permette di identificare gli anticorpi diretti contro i recettori del glutammato (di 
tipo NMDA). Il test effettuato in parallelo con cellule HEK293 transfettate permette la rilevazione 
monospecifica ad alta sensibilità degli anticorpi diretti contro i recettori del glutammato (di tipo 
NMDA) e la loro differenziazione rispetto ad altri anticorpi attraverso un'analisi semplice ed 
efficiente. Gli anticorpi diretti contro i recettori del glutammato (di tipo NMDA) colorano il 
neuropilo dello strato molecolare dell'ippocampo nonché lo strato granulare del cervelletto. 
Presentano una fluorescenza eterogenea, da liscia a finemente granulare nel citoplasma delle cellule 
transfettate HEK293. Significato clinico: Encefalite associata ad anticorpi anti-NMDA. Se la 
rilevazione monospecifica degli anticorpi diretti contro i recettori del glutammato del tipo NMDA 
risulta negativa, la fluorescenza del neuropilo può indicare la presenza di altri anticorpi associati 
all'encefalite limbica (es. anticorpi anti-VGKC, anticorpi anti recettore AMPA). 
Immunoistochimica 
L’immunositochimica è la tecnica che permette di evidenziare su preparati cellulari o tessuti uno o 
più antigeni, questa metodica è parte determinante della patologia e citologia clinica e permette 
  14
all’anatomo-patologo di chiarire, tramite la valutazione dell’espressione di specifiche proteine, la 
reale natura di strutture cellulari laddove la pura morfologia risulta insufficiente. Per quanto 
riguarda le malattie del sistema nervoso, un impiego di questa tecnologia permette l’identificazione 
della presenza di anticorpi anti-cervello nei sieri mediante immunoistochimica su sezioni di 
cervello.  
Questa metodica è attualmente utilizzata dal laboratorio di Neuroanatomia Cellulare e Molecolare 
presso l’Università di Trieste all’interno del servizio di analisi per la rilevazioni di anticorpi 
antineurali ed è tematica centrale di questa tesi di dottorato. I campioni di siero ricevuti dai centri 
clinici interessati alla gestione di patologie neurologiche vengono fatti reagire su sezioni di cervello 
di ratto adulto mediante automazione del processo di immunoistochimica (Autostainer, 
DakoAutomation). Le immagini, acquisite con un microscopio ottico e quindi digitalizzate, sono 
analizzate con un software di imaging e raccolte in un database (www.units.it/taba) già disponibile 
in rete. Se il campione è positivo, gli anticorpi specifici presenti nel siero diluito si legano agli 
antigeni presenti nella sezione di cervello di ratto (prima incubazione). Nella seconda incubazione, 
gli anticorpi anti-immunoglobuline umane (specie-specifici) coniugati con la perossidasi del rafano 
(HRP) riconoscono gli anticorpi del siero legati al substrato e, dopo reazione con 
diamminobenzidina (DAB) si forma un precipitato cromogeno visivamente rilevabile utilizzando un 
microscopio per luce trasmessa. L’immagine sottostante (Fig. 6) rappresenta un referto per singolo 
paziente immesso nel Trieste-Autoimmune Brain Atlas (TABA) contenente le immagini del test di 
immunoistochimica. 
 
Fig. 6 Immunoistochimica su sezione di cervello di ratto. A. zona del cervelletto: si nota una 
marcatura nella zona del cervelletto con siero di paziente celiaco ed atassico in fase acuta della 
malattia. In Fig. B ingrandimento delle cellule del Purkinje 
A B 
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Immunofluorescenza indiretta per l’identificazione di antigeni antineurali (Pannelli a 
mosaico) 
I test basati su immunoistochimica non hanno generalmente una grande utilità diagnostica, in 
quanto privi di una valutazione quantitativa. E’ noto infatti che la riproducibilità è strettamente 
correlata alla soggettività dell’operatore, pertanto per risolvere tale limite, è stato ideato dal 
Laboratorio di Neuroanatomia Cellulare e Molecolare un metodo semiquantitativo di analisi 
densitometrica basata su un cut-off determinato sulla misurazione della reattività naturale prodotta 
da 117 sieri di donatori sani adulti. In questo modo è stato possibile rendere oggettiva la lettura 
della marcatura del vetrino in quanto legata solo in minima parte all’interpretazione personale 
dell’operatore che lo analizza (Boscolo et al. 2006). 
 
 
1.3 Kit attualmente in commercio e problematiche tecniche 
connesse ai metodi di diagnosi 
 
Nonostante la varietà di metodiche sopra descritte e le numerose applicazioni cliniche coinvolte, al 
giorno d’oggi poche malattie autoimmuni del sistema nervoso si avvalgono di kit per la diagnosi, 
inoltre alcuni di questi kit coprono solo alcuni degli antigeni che coinvolgono la patologia, 
risultando così incompleti e poco affidabili nella pratica clinica. Da un’analisi sistematica delle 
aziende produttrici, le patologie che al giorno d’oggi hanno a disposizione dei kit commerciali per 
le patologie neuromuscolari sono riassunte in Tabella 3. 
 
Tabella 3: Kit commerciali per le patologie neuromuscolari. 
 
KIT DISPONIBILI PER MALATTIE NEUROMUSCOLARI 
ANTICORPI RILEVATI METODICA INDICAZIONI AZIENDE 
 
Neuropatie sensoriali e motorie 
 
Myelin Associated (MAG)  IF-WB 
ELISA 
Motor sensor neuropathies IMCCO DIAGNOSTIC 
BUHLMAN 
 anti SGPG ELISA sensor motor neurophaties BUHLMAN 
GM1; GM2; GM3; GD1a; 
GD1b; GT1b; GQ1b 
EUROLINE Guillain-Barrè, Miller-Fisher, multifocal neuropathies 
(MMN), Chronic inflammatory demyelinating 
polyradicalneuropathy (CIDP) 
EUROIMMUN 
Sindromi Paraneoplastiche e Stiff Person Syndrome 
brain: grey and white matter, 
Purkinje cell cytoplasm (Yo), 
Hu and Ri antigen 
IF Paraneoplastic syndromes, Sensory neuropathy 
associated with small cell lung carcinoma, Cerebellar 
disorders, GI disfuction 
EUROIMMUN 
Amphiphysin; CV2/CRMP5; 
PNMA2 (Ma2/Ta); Ri; Yo; Hu 
EUROLINE Paraneoplastic syndrome, Stiff Person Syndrome (SMS or 
SPS), Sensory neuropathy associated with breast 
EUROIMMUN 
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carcinom, Paraneoplastic encephalomyelitis 
Hu, Yo, Ri WB Paraneoplastic syndromes, Sensory neuropathy 
associated with small cell lung carcinoma, Cerebellar 
disorders, GI disfuction 
EUROIMMUN 
Yo, Hu, Ri, CV2, Ma, 
amphiphysin, medullated 
nerves, non-medullated 
nerves 
IF Paraneoplastic syndromes, Sensory neuropathy 
associated with small cell lung carcinoma, Cerebellar 
disorders, GI disfuction, Stiff Person Syndrome (SMS or 
SPS) 
EUROIMMUN 
Yo, Hu, Ri, CV2, Ma, 
amphiphysin, non-medullated 
nerves, cell nuclei (ANA) 
IF Paraneoplastic syndromes, Sensory neuropathy 
associated with small cell lung carcinoma, Cerebellar 
disorders, GI disfuction, Stiff Person Syndrome (SMS or 
SPS) 
EUROIMMUN 
GAD ELISA 
(RIA) 
Stiff Person syndrome, Epilepsy, Rasmussen's syndrome, 
Cerebellar ataxia, Drug refractory ataxia 
INOVA 
Sindrome antifosfolipidi 
ß2-glycoprotein 1 ELISA Antiphospholipid antibody syndrome (APS) EUROIIMMUN 
phosphatidylserine ELISA Antiphospholipid antibody syndrome (APS) EUROIMMUN 
cardiolipin (AMA M1) ELISA Antiphospholipid antibody syndrome (APS), Drug 
refractory epilepsy, Epilepsy, Schizophrenia, 
Antiphospholipid antibody syndrome, Kawasaki disease 
EUROIMMUN,BIORAD 
Encefaliti autoimmuni 
Voltage-gated calcium 
channels (VGCC) 
IF Encefalite (antigeni LGI1, CASPR2) anche 
paraneoplastica 
EUROIMMUN 
NMDAR IF Encefalite non paraneoplastica EUROIMMUN 
GABAB Receptors  Encefalite non paraneoplastica EUROIMMUN 
Malattie muscolari autoimmuni 
PM-Scl, Jo-1, centromere 
protein B, PCNA, dsDNA, 
nucleosomes, 
EUROLINE Myositis EUROIMMUN 
Jo-1 (Histidyl-tRNA 
synthetase)  
ELISA Myositis, Antisynthetase syndrome, Polimyositis, 
Dematomyositis 
EUROIMMUN 
Mi-2, Ku plus recombinant 
PM-Scl, PL-7, PL-12 and 
native Jo-1 
WB Myositis, Polimyositis, Dematomyositis EUROIMMUN 
Mi-2, Ku, PM-Scl, Jo-1, PL-7 
(Threonyl-tRNA synthetase), 
PL-12 (alanyl-tRNA 
synthetase), Ro-5 
EUROLINE Myositis, Polimyositis, Dematomyositis EUROIMMUN 
nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, 
SS-B, Scl-70, 
EUROLINE, 
ELISA 
Polimyositis, Dematomyositis, Systemic Lupus 
Erithematosus (SLE), Sjogren syndrome,  
EUROIMMUN 
 
Malattie della giunzione neuromuscolare 
 
Acetylcholine Receptor 
(AChR)   
RIA Myastenia gravis IMMCO 
Titin ELISA Myastenia gravis IMMCO 
Neuromielite del nervo ottico  
Acquaporina-4 IF Neuromielite del nervo ottico (variante della sclerosi 
multipla) 
EUROIMMUN 
  
  17
Neuropatie autoimmuni 
Le neuropatie sono una classe di malattie che colpisce il sistema nervoso periferico, e possono 
essere classificate come mononeuropatie o polineuropatie nel caso interessino uno o più nervi. Le 
mononeuropatie coinvolgono una zona e spesso sono causate da una lesione traumatica, da 
compressione, da infiammazioni o ischemie. Qualora i nervi coinvolti siano di più e siano posti in 
aree distinte si parla di mononeuropatia multipla, manifestazione tipica delle malattie sistemiche. Il 
termine polineuropatie designa il carattere simmetrico della malattia che colpisce il nervo sia destro 
che sinistro. Queste malattie si manifestano principalmente con stanchezza, astenia, formicolii e 
dolore muscolare, senso di instabilità e vertigini. I sintomi dipendono anche dalla tipologia di nervo 
interessato ovvero se è sensitivo, motorio o autonomico. 
Le cause di queste patologie sono molteplici e di diversa natura e a seconda dell’origine le 
neuropatie si possono dividere in due gruppi: le neuropatie ereditarie e le neuropatie acquisite. Tra 
le neuropatie acquisite si individuano quelle legate al diabete, a cui si associano disturbi autonomici 
e deficit dei nervi cranici, quelle correlate a malattie sistemiche, le neuropatie immuno-mediate, tra 
le quali si possono citare la sindrome di Guillan Barrè e le neuropatie croniche con anticorpi verso i 
nervi periferici.  
Le neuropatie immuno- mediate sono malattie nelle quali il paziente presenta anticorpi diretti verso 
antigeni self che scatenano quindi una risposta immunitaria anomala. Una varietà di molecole sono 
il bersaglio delle immunoglobuline (Ig) autoimmuni e soltanto alcune di queste molecole sono state 
sinora individuate e studiate nella patogenesi delle neuropatie. Uno dei primi antigeni bersaglio 
scoperti nello studio dei meccanismi patologici di queste malattie è stata la glicoproteina associata 
alla mielina (MAG); successivamente sono state individuate altre molecole quali GM1, glicolipidi 
come GD1 e asialo GM1 e altri glicolipidi ormai presenti nel 50% delle neuropatie motorie 
(Kornberg et al. 1995). L’individuazione di MAG come antigene target ha permesso la scoperta dei 
glicolipidi SGPG e SGLPG che contengono lo stesso sito antigenico (Chou et al. 1986; Ariga et al. 
1987) così come P0 e PMP22, componenti della mielina (Bollensen et al. 1988).  
 
Sindrome di Guillan-Barrè  
Una delle neuropatie più diffuse è la sindrome di Guillan-Barrè (GBS), analizzata per la prima volta 
dagli scienziati Jean-Alexander Barrè, Georges Guillan e Andrè Strohl (Hughes et al. 2005). 
Esistono diverse varianti di tale sindrome e tutte sono accomunate da dolori, debolezza degli arti e 
dei muscoli respiratori, iporeflessia o areflessia e aumento della concentrazione proteica a livello 
del liquido cerebro spinale (CSF).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nonostante la maggior parte dei casi sia reversibile, il 15
deficit neurologici e/o degenerazione sfocianti in una totale paralisi per la quale è necessaria la 
ventilazione meccanica, con un tasso di mortalità di circa
L’evoluzione di questa patologia è contraddistinta da una prima fase acuta, seguita da 10
di infezione minore che si risolve nelle seguenti 4 settimane, o nei mesi succe
cronico (Willison 2005). 
Una classificazione delle varie forme di questa sindro
1996) e prevede la suddivisione in tre categorie principali: 
• Acute inflammatory demyelinating polyneuropathy (AIDP)
• Acute motor axonal neurophaty (AMAN)
• Miller Fischer’s syndrome.
Nel 1988 è stata individuata la presenza di anticorpi anti
(Ilyas et al. 1988) e sono stati effettuati numerosi studi su pazienti con polineuropatie 
demielinizzanti croniche e neuropatie motorie multifocali. È stato verificato che, in circa il 60% dei 
pazienti affetti da GBS, sono presenti anticorpi anti gangliosidi, la maggior parte IgG 
al. 2002) e si è quindi ipotizzato un loro possibile uso come marker diagnostici. Tra i glicolipidi 
trovati vi sono GM1, GM1b, GD1a, GD1b, GT1a, GT1b, GQ1a, GQ1b, LM e SGPG. Non è sempre 
possibile però definire con certezza l’associazione tra uno specifico anticorpo e una particolare 
forma di GBS tranne per la sindrome di Miller Fischer nella quale sono stati sempre trovati 
anticorpi diretti verso il complesso anti
Fig. 7 Immagine al microscopio del nervo periferico nella sindrome 
di Guillan Barrè. Si possono vedere i numerosi nuclei dei linfociti 
infiltrati e gli assoni (linee rosa scuro indicate dalle frecce). 
(www.medschool.ucsf.edu)
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Molti dei pazienti affetti da GBS avevano contratto precedentemente un’infezione da 
Campylobacter jejuni, di cui è stato così ipotizzato un ruolo nel favorire l’insorgenza di tale 
malattia in una forma più grave (Rees et al. 1995; Jacobs et al. 1996). A spiegazione di questo 
fenomeno sono state indagate le strutture molecolari del batterio per individuare un possibile sito di 
riconoscimento per gli anticorpi e si è riscontrata una somiglianza con l’LPS. Esso infatti ha una 
struttura terminale identica al tetra saccaride terminale del ganglioside GM1 (Yuki et al. 1993). 
Questo fenomeno è stato denominato “mimetismo molecolare” e indica il meccanismo con il quale 
un agente infettivo induce una risposta immunitaria verso i propri antigeni con il risultato di 
sviluppo di una malattia autoimmune.  
 
 AIDP 
Questa variante, presente soprattutto in Europa e nell’America del Nord, è caratterizzata da 
fenomeni di demielinizzazione, presenza di infiltrato leucocitario a livello periferico e, in casi gravi, 
si può accompagnare ad una degenerazione assonale (Asbury et al. 1969). Si manifesta con paralisi 
flaccida, areflessia, una frequente perdita di sensibilità e possibile demielinizzazione dei nervi 
motori e sensitivi (Ho et al. 1997). A livello fisiologico si riscontra un rallentamento della velocità 
di conduzione nervosa e una dispersione a livello temporale. Il decorso patologico non è stato 
ancora dimostrato ma diverse tesi sono state sostenute. Un’ipotesi formulata sulla base dell’EAN 
(experimental autoimmune neuritis: malattia autoimmune mediata dalle cellule T contro il SNP 
utilizzata come modello per le neuropatie autoimmuni) prevede l’attivazione dei macrofagi, che 
hanno come target gli antigeni presenti sulla membrana delle cellule di Schwann, tramite i linfociti 
T attivati. L’invasione iniziale è permessa da metalloproteasi della matrice, radicali dell’ossido 
nitrico e altri mediatori rilasciati dai macrofagi (Creange et al. 1999; Kieseier et al. 2004). Secondo 
un’altra ipotesi, basata su materiale autoptico, si ritiene che l’evento scatenante sia il legame degli 
anticorpi sulla superficie mielinica, con la successiva attivazione del complemento, formazione di 
pori trans membrana (complesso MAC) e danno alle cellule di Schwann (Hafer-Macko et al. 1996). 
La formazione dei pori permette così l’entrata di Ca2+ nella cellula e l’attivazione di diversi enzimi 
capaci di degradare la mielina e provocare danni assonali tramite l’azione tossica dei radicali 
(Prineas 1972). 
La natura degli antigeni coinvolti nell’AIDP è ancora incerta ma sono stati individuati alcuni 
anticorpi anti-glicolipidi mielinici che potrebbero essere il target di questa malattia (Hughes et al. 
1999). Alcuni studi suggeriscono come bersaglio i galattocerebrosidi dei quali è stata dimostrata la 
presenza in alcuni pazienti (Kusunoki et al. 1995; Hao et al. 1998). Una particolare correlazione è 
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stata individuata tra la presenza di anticorpi anti-GM2 e una precedente infezione da 
Cytomegalovirus e M.Pneumoniae (Jacobs et al. 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 AMAN 
La neuropatia assonale motoria acuta è caratterizzata da debolezza o paralisi con il mantenimento 
però della sensibilità e integrità della mielina (McKhann et al. 1993). Da studi istologici si è 
dimostrata la presenza di anticorpi diretti verso gangliosidi della membrana assonale e l’azione dei 
macrofagi sui nodi di Ranvier che si insinuano tra l’assone e le cellule di Schwann circostanti 
lasciando in questo modo la mielina intatta. Solo in casi più gravi si può riscontrare un danno 
assonale a livello delle radici ventrali che può causare una degenerazione dell’intero neurite. Il 
recupero è rapido quanto quello dell’AIDP e probabilmente ciò è dovuto o al fatto che, nonostante 
venga intaccata la conduzione neuronale, l’assone non subisce distacchi della mielina permettendo 
il risanamento, oppure poiché i danni degenerativi accadono a livello distale (Ho, Hsieh, 
Nachamkin, Willison, Sheikh, Kiehlbauch et al. 1997). Studi immunoistologici hanno evidenziato 
la presenza di IgG anti GM1 a diverse incidenze nei pazienti analizzati (Kornberg et al. 1994; 
Kusunoki et al. 1996). Altre ricerche hanno riscontrato la presenza di anticorpi anti GM1b e GD1a 
considerati specifici per questa variante di GBS (Yuki et al. 1993). Un altro target è Gal-NAc-GD1a 
identificato nel siero di pazienti a cui è associato un particolare pattern clinico caratterizzato da una 
quasi mancanza di coinvolgimento dei nervi craniali, predominanza di debolezza distale e 
diminuzione o assenza di disturbi sensoriali (Hao et al. 1999). 
Una variante di tale sindrome è la AMSAN che indica una neuropatia assonale motoria e sensitiva 
acuta. Essa ha una manifestazione clinica e processi patologici simili alla AMAN ma, a differenza 
di questa, vi è un coinvolgimento sia dei nervi ventrali e quindi motori che di quelli dorsali e quindi 
sensitivi.  
Fig. 8 Immunopatologia dell’ AIDP. Nella figura A sono stati 
utilizzati marker per C3d (sistema del complemento) presente 
sulla superficie delle cellule di Schwann. Nella figura B, al 
microscopio elettronico, si possono vedere i primi cambiamenti 
vescicolari nel rivestimento di mielina. In C i macrofagi 
partecipano alla rimozione della mielina danneggiata. 
(modificata da Nachamkin, 1998). 
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. Sindrome di Miller-Fisher 
Questa sindrome è caratterizzata da un esordio acuto di oftalmoplegia, atassia e areflessia (Fisher 
1956). In questa patologia si riscontrano anormalità nella conduzione sensoriale che rispecchiano 
probabilmente una demielinizzazione dei nervi sensoriali periferici o dei danni di conduzione lungo 
l’assone  (Guiloff 1977; Fross et al. 1987). Nel 1992 sono state trovate IgG anti-GQ1b in tutti i sieri 
di pazienti affetti analizzati (Chiba et al. 1992) e altri studi hanno confermato questa associazione. È 
stata inoltre verificata un’elevata specificità di queste immunoglobuline poiché in nessun altro 
gruppo, né di sani né di controllo, è stato trovato questo anticorpo. Questa tipologia di IgG può 
Fig. 9 Immunopatologia dell’AMAN. A: Accumulo di C3d (sistema del 
complemento) nei nodi di Ranvier (freccia). B: Infiltrato di macrofagi 
nei nodi di Ranvier (frecce) e nella zona paranodale (punta di freccia). 
C: Macrofago(M) che circonda l’assone(A) senza però danneggiare la 
mielina circostante. (modificata da Nachamkin, 1998). 
Fig. 10 Modello di AMAN in coniglio indotto 
con immunizzazione con IgG anti ganglioside. In 
fig A il coniglio manifesta tetraparesi e 
debolezza agli arti inferiori. In fig B vengono 
evidenziati i depositi di IgG sulla membrana del 
nervo spinale delle radici anteriori tramite 
proteina G coniugata alla perossidasi. In fig C si 
può vedere la degenerazione delle fibre 
mielinizzate (modificata da Willinson, 2002). 
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inoltre legarsi con GT1a (Chiba et al. 1993), GD3 e GD1b (Yuki et al. 1996). Altri studi hanno 
scoperto la presenza di IgG anti GQ1b anche a livello dei terminali dei nervi motori che vanno così 
ad alterare il normale rilascio quantico dei neurotrasmettitori (Roberts et al. 1994; Buchwald et al. 
1995). Concentrazioni piuttosto elevate di anticorpi anti GQ1b sono state individuate sulle sezioni 
dei nervi oculomotore, trocleare e abducente (Chiba et al. 1997) e sulle popolazioni neuronali 
cerebellari che causano così atassia (Yuki, Taki, Inagaki, Kasama, Takahashi, Saito et al. 1993). Gli 
autoanticorpi determinanti per la diagnosi delle neuropatie periferiche sono i gangliosidi, la myelin-
associated gliocoprotein (MAG) e il Sulphate-3- glucoronyl para- globoside (SGPG) e verrano 
descritti in dettaglio nei prossimi paragrafi. 
 
Antigene: Gangliosidi  
I gangliosidi sono una famiglia di più di 50 glicosfingolipidi composti da una lunga catena alifatica 
di ammine (ceramide) legata con un numero variabile di 1-5 esosi. La struttura di questa molecola è 
composta da uno o più molecole di acido sialico attaccate a uno o più residui di galattosio nel cuore 
degli esosi, definito glicosfingolipide o ganglioside. Nel sistema nervoso umano l’acido sialico è 
chiamato acido N-acetilneuroaminico (NeuNAc). La nomenclatura è stata coniata da Svennerholm 
(Svennerholm 1994) e si rifà allo schema GXyz. Il prefisso “G” si riferisce a “ganglio”, M, D, T e 
Q si riferiscono alle molecole di acido sialico (una, due, tre e  quattro rispettivamente), y è il 
numero che indica la lunghezza dello zucchero z è la lettera che indica la forma dell’isomero, il 
numero arabo e le altre lettere si riferiscono all’ordine di migrazione nei vari tipi di gangliosidi 
nella corsa cromatografia (TLC). In generale, i gangliosidi ad alto peso molecolare hanno un più 
grande cuore oligosaccaridico e più residui di acido sialico, migrano più lentamente dei gangliosidi 
più piccoli che risulteranno invece più vicini al fronte del solvente nella TLC (Willison and Yuki 
2002). 
 
I gangliosidi sono stati trovati sia nelle membrane plasmatiche che nelle membrane intracellulari 
associati a funzioni secretorie e di endocitosi, fungono anche da recettori cellulari, mediano processi 
riconoscimento cellula-cellula e trasferiscono informazioni membrana-mediate (Kaida et al. 2003). 
Nelle membrane plasmatiche, i loro residui extracellulari di carboidrati, che sono ancorati nello 
strato più esterno del doppio strato fosfolipidico tramite i residui di cerammide, sono visibili agli 
autoanticorpi circolanti. Nei nervi periferici, sia le cellule di Schwann che le membrane assonali 
sono  composte da gangliosidi che fungono da autoantigeni in questi stessi distretti. Come già 
accennato precedentemente le funzioni dei gangliosidi sono molteplici e includono la modulazione 
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di numerosi segnali nelle membrane plasmatiche dove sono localizzati in precisi distretti ricchi di 
colesterolo chiamati “zattere lipidiche” (lipid rafts) (Plomp et al. 2009).  
La biosintesi dei gangliodisi avviene nel complesso del Golgi in parallelo con l’addizione dello 
zucchero e delle molecole di acido sialico alla molecola di glucosilcerammide (Maccioni 2007), 
catalizzata dalla glicosiltrasferasi. I gangliosidi più semplici GM3, GD3 e GT3 formano la base dei 
ganglosidi più complessi rispettivamente per le serie a, b e c. Le diverse strutture del sistema 
nervoso centrale esprimono diverse categorie di gangliosidi in specifici distretti, questo suggerisce 
che anomalie funzionali in determinate regioni possono essere rapportate a specifici profili clinici e 
patologici. Per esempio la colonna vertebrale contiene livelli di gangliosidi molto più elevati 
rispetto alla cauda equina, e i nervi sensoriali presentano un 30% in più di ganglosidi rispetto ai 
nervi motori (Svennerholm 1994). Il ganglioside GM1 viene espresso ad alti livelli nei 
compartimenti ventrali delle radici dorsali dei nervi mielinizzati, GQ1b invece nei nervi 
oculomotori (Chiba, Kusunoki, Obata, Machinami and Kanazawa 1997). Inoltre GQ1b, GT1a e 
GD1b sono presenti nei muscoli umani extraoculari ma non nella muscolatura assiale. Esistono 
inoltre delle differenze subcellulari nell’espressione dei gangliosidi: molti di questi sono localizzati 
nei dendriti e nel soma delle cellule del Purkinjie e nei neuroni della retina, mentre risultano assenti 
negli assoni e nei terminali pre sinaptici (Schwarz et al. 1996). Gli assoni dei nervi periferici 
mielinizzati sono particolarmente ricchi di GM1 e GD1a nelle regioni dei nodi di Ranvier (Susuki et 
al. 2007), mentre i nervi craniali coinvolti nelle funzioni oculomotorie hanno un’elevata espressione 
di GQ1b, selettiva alle regioni paranodali. Inoltre, anche le membrane sinaptiche hanno uno 
specifico contenuto di gangliosidi è stato dimostrato che GM1 è localizzato nelle membrane pre- e 
post-sinaptiche nel tessuto della corteccia cerebrale. Un classe speciale conosciuta con il nome di 
antigeni Chol-1 costituiti da α isomeri delle forme GM1, GD1, GT1b, GT1a and GQ1b sembrano 
essere presenti esclusivamente nei terminali dei nervi colinergici del CNS delle giunzioni 
neuromuscolari (Derrington et al. 1990). Le principali sindromi a cui sono associati gli anticorpi 
anti-glicolipidi sono riassunte nelle seguente tabella.  
Tabella 4 Le principali sindromi associate agli anticorpi anti Gangliosidi. 
 
Sindrome clinica Specificità anticorpale Anticorpo 
Neuropatia cronica atassica GD1b, GD3, GQ1b, GT1b, GT1a, GD2 IgM 
Neuropatia motoria multifocale GalNac epitopi di GM1, GA1, GD1b IgM 
Neuropatia motoria cronica GM2,GalNAc-GM1b, GalNAc-GD1a IgM 
Neuropatia assonale motoria acuta GM1a,GM1b, GD1a, GalNAc-GD1a IgG 
Guillan Barrè GalC, LM1, SGPG, GM1,GM2 IgG 
Sindrome di Miller Fisher GQ1b, GT1a, GD3, GD1b IgG 
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Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-gangliosidi 
L’identificazione di uno specifico autoanticorpo contro i gangliosidi non può considerarsi un buon 
metodo diagnostico se non  viene affiancato anche da test elettrodiagnostici per considerare l’intero 
quadro clinico del paziente ed escludere ogni altra causa. In ogni caso il test ELISA per 
l’identificazione dei gangliosidi coinvolti risulta essenziale per la distinzione delle varianti delle 
neuropatie come MMN, AMAN E MFS. Oltre al test ELISA viene utilizzata anche la TLC: 
metodica che separa i differenti gangliosidi e permette l’identificazione delle varie classi in seguito 
all’incubazione con il siero del paziente. Questa metodica è molto utilizzata nei casi in cui specifici 
gangliosidi non sono presenti nella loro forma nativa. Negli ultimi anni si è largamente sviluppata la 
tecnica dei line blot, anche se, come la TLC non permette di fare considerazioni quantitative 
riguardo la presenza di un determinato tipo di autoanticorpi nel siero. Le linee guida della Comunità 
Europea suggeriscono infatti l’utilizzo del line blot  per l’identificazione degli autoanticorpi 
presenti nel siero, in quanto risulta la tecnica più precisa e rapida nella pratica di laboratorio 
Antigene: Myelin associated glycoprotein (MAG) 
La glicoproteina associata alla mielina (MAG) è una proteina di membrana di 100 kDa che 
rappresenta l’1% delle proteine totali nel CNS mentre nel PNS è lo 0,1% (Barton et al. 1987). E’ 
coinvolta nei processi di mielinizzazione del sistema nervoso centrale e periferico, ed è espressa 
nelle regioni periassonali e paranodali della mielina. Le funzioni della MAG sono correlate alla 
stabilizzazione dei contatti tra gli assoni mielinizzati, i processi gliali, la mielina prodotta dalle 
cellule di Schwann e dagli oligodendrociti. Inoltre la MAG è coinvolta nel mantenimento della 
mielina durante l’invecchiamento, nelle cascate di segnale della fosforilazione dei neurofilamenti e 
nel controllo del diametro assonale che risulta cruciale per un’efficiente trasmissione dell’impulso 
nel PNS (Shoenfeld 2007). Questa sua funzione rinforza l’ipotesi del ruolo patogenetico degli 
anticorpi anti-MAG nei nervi periferici (Lunn et al. 2002). 
Alti titoli di anticorpi anti-MAG di tipo IgM sono associati a neuropatie periferiche demielinizzanti 
sensitivo-motorie. I sintomi sensoriali tendono a manifestarsi nelle prime fasi della patologia mentre 
i sintomi motori solo in un secondo momento. Circa il 50%- 60% dei pazienti con IgG monoclonali 
anti-MAG presentano gammopatie e neuropatie periferiche (Willison and Yuki 2002). La maggior 
parte dei pazienti presentano una lenta e progressiva polineuropatia sensitivo motoria e 
demielinizzante. La relazione causale tra la presenza degli anticorpi anti-MAG e la neuropatia è 
supportata da studi patologici di biopsie di nervi di pazienti con neuropatia e gammopatia, i quali 
mostrano una demielinizzazione associata a depositi di IgG nella guaina mielica (Eurelings et al. 
2001). Gli anticorpi anti-MAG sono associati anche ad un particolare tipo di neuropatia a 
significato sconosciuto denominata MGUS (monoclonal gammopathy of undetermine significance) 
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che si manifesta prevalentemente in soggetti di sesso maschile con sintomi sensoriali predominanti, 
con lenta progressione e atassia sensoriale (Lunn, Crawford, Hughes, Griffin and Sheikh 2002). 
Alcuni pazienti mostrano anche atrofia dei muscoli della schiena presentando sintomi simili alla 
neuropatia motorio-sensitiva ereditaria nota come malattia di Charcot-Marie–Tooth (Kawagashira 
et al.). Studi recenti hanno inoltre evidenziato la presenza di anticorpi anti-MAG in pazienti con 
polineuropatia demielinizzante infiammatoria cronica, dove questi anticorpi risultano responsabili 
di alterare i meccanismi di trasporto e sopravvivenza assonale nelle fibre nervose che risultano 
rallentate nella trasmissione del segnale (Gondim et al. 2007). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-MAG 
Per l’identificazione degli anticorpi anti-MAG nel siero dei pazienti sono disponibili nel mercato 
già partire dal 1990 test di immunofluorescenza indiretta (IFA) e saggi immunoenzimatici (EIA) 
(Jaskowski et al. 2007). L’utilizzo della tecnica del Western Blot mostra una sensitività del 72,5%, 
IFA 92,5%, EIA 97,5%. (Jaskowski, Prince, Greer, Litwin and Hill 2007). Tuttavia la metodica 
maggiormente utilizzata per l’identificazione di anticorpi anti-MAG è il saggio ELISA. Questo 
risulta maggiormente riproducibile e offre una risposta quantitativa riguardo alla reattività 
anticorpale (Kuijf et al. 2009). 
Antigene: Sulphate-3- glucoronyl para- globoside (SGPG) 
Il Sulphate-3-glucoronyl paragloboside (SGPG) è un glicosfingolipide contenente N-
acetylglucosamina (paragloboside) che è presente nei nervi periferici ed è spesso coniugato con la 
glicoproteina associata alla mielina (MAG) (Jaskowski, Prince, Greer, Litwin and Hill 2007). I 
glicoconiugati come l’SGPG che si trovano sulla superficie cellulare sono coinvolti in vari processi 
che vanno dalla differenziazione alla maturazione cellulare  (Chou, Ilyas, Evans, Costello, Quarles 
and Jungalwala 1986). Molteplici studi hanno infatti rilevato che la presenza di questi gli coniugati 
è legata allo sviluppo embrionale di diversi tessuti. Ilyas e colleghi (Ilyas et al. 1984) hanno 
riportato per la prima volta la presenza di questi glicolipidi nei nervi periferici umani in pazienti 
affetti da neuropatie periferiche e anomalie delle cellule del plasma.  
Esiste una forte correlazione tra specifici sintomi clinici e gli autoanticorpi anti-SGPG presenti nel 
siero di pazienti. Anticorpi anti-IgG sono associati infatti a neuropatie croniche e periferiche 
(Willison and Yuki 2002). Studi effettuati su un campione di pazienti affetti da polineuropatie 
croniche hanno evidenziato che anticorpi IgM anti-SGPG sono presenti in 55 su 190 campioni 
testati (29%). Di questi il 49% presenta polineuropatia demielinizzante e gammopatie monoclonali 
IgM, il 7% polineuropatie non demielinizzanti e gammopatie monoclonali IgM, il 2% 
polineuropatie non demielinizzanti ed infine il 2% presenta gammopatie monoclonali IgM senza 
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polineuropatie (Kuijf, Eurelings, Tio-Gillen, van Doorn, van den Berg, Hooijkaas et al. 2009). 
Inoltre si è visto che anticorpi anti-SGPG/MAG sono associati a polineuropatia demielinizzante 
infiammatoria cronica (CIDP) caratterizzata da un rallentamento della conduzione nervosa nei nervi 
distali che progredisce con andamento centripeto (Gondim, De Sousa, Latov, Sander, Chin and 
Brannagan 2007). Si è inoltre studiata la correlazione clinica tra la presenza di anticorpi anti-SGPG 
nel siero e le manifestazioni cliniche delle varie polineuropatie, riscontrando che a differenza degli 
anti-MAG, gli anticorpi anti-SGPG sono meno specifici per la diagnosi delle neuropatie 
demielinizzanti sensoriali lente e progressive. Si è infatti visto che la maggior parte dei pazienti 
risultati positivi a questi anticorpi manifestavano neuropatie assonali e motorie, caratteristica che 
conferma l’ipotesi che gli anticorpi anti-SGPG abbiano maggiore affinità per gli epitopi sia per la 
mielina che per gli assoni dei nervi periferici e possono causare danni ai nervi con meccanismi 
patogenetici ben definiti (Van den Berg et al. 1996). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-SGPG 
L’identificazione degli anticorpi anti-SGPG può avvenire grazie all’utilizzo di test commerciali che 
si sviluppano nella metodica ELISA e di Western Blot. Tuttavia è consigliabile l’utilizzo del test 
ELISA per aver un risultato quantitativo sul titolo di anticorpi presenti nel siero. 
Le sindromi paraneoplastiche 
Le sindromi neurologiche paraneoplastiche (PNS) rappresentano un gruppo di malattie 
patogenicamente correlate alla presenza di una neoplasia e non attribuibili all’invasione diretta del 
sistema nervoso (SN) da parte del tumore o ad altre cause di danno diretto quali ad esempio, fattori 
metabolico - nutrizionali, infettivi, anticoagulanti o tossici. Negli ultimi 10 anni, la scoperta che 
molte PNS sono associate ad anticorpi contro antigeni neuronali espressi dai tumori (antigeni 
onconeurali) ha suggerito che alcune PNS possono essere immunomediate. Esse sarebbero 
scatenate, infatti, da un effetto indiretto della reazione immunitaria di difesa contro il tumore, la 
quale nel caso in cui il tumore presenti antigeni condivisi con il SN, causa una reazione crociata di 
danno a carico delle strutture nervose. L’identificazione di questi anticorpi è iniziata più di 50 anni 
fa da parte di Greenlee che descrisse per primo la presenza di un antigene diretto verso le cellule del 
Purkinje in un paziente affetto da degenerazione cerebellare paraneoplastica e tumori ginecologici; 
successivamente Grauss descrisse la presenza di un anticorpo nel siero di pazienti affetti da 
encefalomieloneurite paraneoplastica e microcitoma polmonare, che reagiva con una proteina 
localizzata nei nuclei delle cellule neuronali. Il numero di anticorpi descritti è poi aumentato nel 
tempo, tanto che dal 1995 vengono pubblicate le linee guida per la ricerca e la classificazione degli 
anticorpi anti-neurone nelle PNS. Anche il numero di sindromi neurologiche in cui sono presenti 
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anticorpi anti- neurone è aumentato e si sono resi necessari criteri per la loro definizione diagnostica 
e per il trattamento. Gli antigeni onco neurali vengono usualmente distinti in tre categorie: ben 
caratterizzati, parzialmente caratterizzati e, nell’ultimo gruppo, sono compresi gli anticorpi che si 
associano con una specifica sindrome clinica , ma che non discriminano tra forma paraneoplastica e 
non paraneoplastica. 
Le PNS presentano un’incidenza inferiore all’ 1% dei casi con tumore, ma vi sono alcune eccezioni 
come: la Miastenia Gravis che si sviluppa nel 15% dei pazienti con timoma, la sindrome Miastenica 
di Lambert Eaton (LEMS) che si presenta nel 3% dei pazienti con microcitoma e le neuropatie 
paraneoplastiche che si sviluppano nel 10% dei pazienti con gammopatie monoclonali maligne e 
nella metà dei casi di mieloma osteosclerotico. Sono inoltre identificate come sindromi 
paraneoplastiche patologie quali: l’encefalomielite paraneoplastica, (PEM), la neuropatia sensoriale 
paraneoplastica (PSN), degenerazione cerebellare paraneoplastica (PDC) e l’encefalite limbica. Le 
PNS sono inoltre comunemente associate a tumore ai polmoni a piccole cellule (SCLC) che si 
manifesta nel 3% dei casi, a tumori al fegato, alle ovaie e alla malattia di Hodgkin. I neurologi 
ritengono che la specificità della presenza di anticorpi anti neurali rappresenti un inestimabile 
strumento diagnostico, nonostante la mancanza di un modello sperimentale che procuri l‘evidenza 
di un ruolo patogenetico degli anticorpi onconeuronali. Nel momento in cui compaiono i sintomi 
neurologici, la maggior parte dei pazienti non ha ancora diagnosi di neoplasia e la determinazione 
di anticorpi anti- neurone può essere utile non solo nel diagnosticare la sindrome ma anche 
nell’indirizzare il clinico verso una neoplasia non ancora documentata. In tabella 4 sono riassunti gli 
anticorpi che più frequentemente vengono associati alle specifiche neoplasie e la corrispettiva 
reattività all’immunoistochimica. 
 
Tabella 5 Anticorpi onconeurali. 
 
ANTINEURALI REATTIVITA’ IMMUNOISTOCHIMICA TUMORI ASSOCIATI 
Hu Nucleo dei neuroni del SNC E SNP Microcitoma 
Yo Citoplasma delle cellule di Purkinjie con aspetto punteggiato Mammella, tratto ginecologico 
Ri Nucleo dei neuroni del SNC Mammella, macrocitoma 
CV2/CRMP5 Citoplasma degli oligodendrociti Timoma, microcitoma 
Ma2 Nucleo neuronale Tumore testicolare 
Anfifisina Sinapsi dei neuroni del SNC Mammella, macrocitoma 
Tr Strato molecolare del cervelletto con colorazione fine granulare del citoplasma Linfoma Di Hodgkin 
NMDAR Strato molecolare dell’ippocampo Teratoma ovarico 
VGKC Porzione media dello strato molecolare dell’ippocampo Timoma 
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Per quanto riguarda l’identificazione degli autoanticorpi associati alle PNS le linee guida della 
comunità forniscono delle chiare e precise indicazioni per quanto riguardo l’identificazione degli 
autoanticorpi nel siero e nel liquor (Tampoia et al. 2010) tramite tre diverse metodiche : Western 
Blot, Line Blot ed Immunofluorescenza indiretta su cellule. I risultati relativi alla sensitività 
diagnostica evinti in questo studio possono essere riassunti  nella seguente tabella:  
 
Tabella 6 Sensibilità del metodo diagnostico relativo all’identificazione di anticorpi anti -Hu  
e anti-Ri. 
 
METODICA SENSITIVITA’  
Western Blot 26,3% 
Line Blot 31,5% 
Immunofluorescenza 28,9% 
 
Tuttavia si raccomanda sempre di utilizzare almeno 2 di questi metodi per avere la maggior certezza 
di una corretta diagnosi (Tampoia, Zucano, Antico, Giometto, Bonaguri, Alessio et al. 2010). 
Principali antigeni delle sindromi neurologiche paraneoplastiche: 
Antigene:Hu, Anti-neuronal nuclear antibody type 2 (ANNA 1) 
Le RNA binding proteins della famiglia Hu, inizialmente scoperte nel moscerino della frutta 
Drosophila melanogaster come proteine ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision), sono 
coinvolte nei meccanismi post-trascrizionali che controllano la stabilità, il traffico, lo splicing e la 
traduzione di numerosi mRNA citoplasmatici (Mansfield et al. 2011). Le proteine Hu agiscono 
attraverso l’interazione con elementi ricchi di sequenze AU (AREs, AU -rich elements) presenti 
nella regione 3' non tradotta di molti mRNA che codificano per proteine importanti per lo sviluppo 
e il mantenimento del sistema nervoso come oncoproteine, citochine e fattori di crescita e di 
trascrizione. Dei quattro membri della famiglia HuR, HuB, HuC and HuD, gli ultimi tre (HuB, C, 
D) sono proteine specifiche dei neuroni. Studi di microscopia elettronica su neuroni hanno 
evidenziato la localizzazione delle proteine Hu nel nucleo, e nel citoplasma e in specifici distretti 
cellulari come i mitocondri e l’apparato del Golgi, mettendo così alla luce il coinvolgimento delle 
proteine Hu nel metabolismo e nel  trasporto cellulare dell’mRNA nel nucleo e in altri organelli 
cellulari (Fornaro et al. 2007). 
La presenza di anticorpi anti-HuB, C e D è stata rilevata nel siero e nel CFS di pazienti con 
anticorpi anti-Hu mentre anticorpi contro la Hu ubiquitaria (HuR) non sono stati riscontrati. Gli 
anticorpi anti-Hu sono principalmente associati con neuropatia sensoriale ed in misura minore con 
encefalite paraneoplastica (PEM/PSN) e con sindrome cerebellare (Dalmau et al. 1991). 
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Solitamente la PEM è associata il più delle volte ad un cancro polmonare a piccole cellule (SCLC) 
o neuroblastoma ma può anche essere associata ad un tumore extratoracico (prostata, 
gastrointestinale, della mammella, della vescica, del pancreas e dell'ovaio) e in ogni caso la 
sindrome neurologica anticipa la diagnosi del tumore (Graus et al. 2001). I sintomi clinici della 
PEM possono essere confinati ad una particolare area del sistema nervoso o anche a più distretti e 
solitamente risultano associati a neuropatie sensoriali ed encefaliti libiche (Saiz et al. 2009). Studi 
di immunocitochimica utilizzando il siero di questi pazienti hanno inoltre rilevato la presenza di 
IgG nei nuclei e nel citoplasma delle cellule gliali. Nei cervelli di pazienti deceduti a causa di 
cancro senza implicazioni paraneoplastiche le IgG erano invece presenti in aree perivascolari molto 
circoscritte. I sintomi dell’encefalite inoltre sono ben riconoscibili nelle fasi iniziali della patologia 
e rappresentano la sindrome predominante nell’11% dei pazienti con anticorpi anti-Hu (Dalmau et 
al. 1992). La percentuale di pazienti positivi agli anticorpi Hu senza la presenza di tumori è del 2% 
mentre la frequenza nei pazienti con cancro senza sintomi di patologie paraneoplastiche è del 16% 
(Graus et al. 2004). Altre patologie associate alla presenza di questi anticorpi sono: la pseudo 
ostruzione cronica gastrointestinale, la degenerazione cerebellare paraneoplastica (PDC) e 
l’encefalite limbica. Studi recenti hanno inoltre dimostrato che autoanticorpi anti-Hu  presenti anche 
nell’encefalite del tronco, opsoclono e mioclono, mielite e neuropatia sensitiva (Giometto 2008). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-Hu 
La metodica per l’identificazione di questi autoanticorpi attualmente raccomandata dalle linee guida 
europee consiste nell’esecuzione di una immunoistochimica su sezioni di cervello congelate fresche 
di ratto, topo, coniglio, uomo o di primate nelle quali si deve rilevare una forte marcatura granulare 
dei nuclei, dei nucleoli e del citoplasma dei neuroni. Tale marcatura deve essere poi confermata con 
un test ELISA o dot-blot su antigene purificato. In commercio sono disponibili dei saggi Western-
blot o line-blot per gli anti-Hu su proteina purificata HuD o su estratto proteico di cellule neuronali. 
Antigene: Onconeuronal antigen Ma2 (Paraneoplastic antigen MM2) 
Le proteine Ma (Ma1, Ma2, Ma3) sono una nuova famiglia di proteine recentemente identificate 
come antigeni riconosciuti dagli anticorpi presenti in individui affetti da encefalite ipotalamico-
limbica e degenerazione cerebellare di origine paraneoplastica (Sutton et al. 2002). Le proteine 
Ma1, Ma2, e Ma3 sono omologhe e probabilmente svolgono un ruolo nella biogenesi degli mRNA, 
anche se la loro esatta funzione non è nota. La proteina Ma1 è espressa nel cervello e nel testicolo, 
Ma2 solo nel cervello, e Ma3 nel cervello, nel testicolo, e debolmente in altri organi. In particolare, 
Ma2 è una proteina di 364 amminoacidi, del peso molecolare di 40Kda localizzata nel nucleo e nel 
nucleolo delle cellule e viene espressa nelle cellule tumorali dei testicoli (Dalmau et al. 1999). 
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I pazienti con anticorpi anti-Ma2 sono solitamente di giovane età (22-45) e nella maggior parte dei 
casi sono affetti da encefalite limbica e circa il 78% presenta cellule germinative tumorali nei 
testicoli. Inoltre, questi specifici anticorpi sono presenti nel siero dei pazienti con atassia cerebellare 
e cancro ai polmoni. Gli anticorpi anti-Ma2 si possono sviluppare in associazione con gli anticorpi 
per Ma1 e/o Ma3, i quali sono più frequentemente riscontrati in pazienti adulti che sviluppano 
sintomi cerebellari più acuti e disfunzioni maggiori associate ad un cancro che ha meno probabilità 
di essere nel testicolo (Shoenfeld 2007). Un’ampia percentuale di questi pazienti infatti presenta 
tumori nei polmoni, nella parotide nel colon e nel seno (Dalmau et al. 1999). Studi recenti hanno 
inoltre dimostrato che gli autoanticorpi anti-Ma2 sono associati anche a encefalite limbica, 
encefalite del tronco e degenerazione cerebellare (Giometto 2008), inoltre il 4% dei pazienti con 
anticorpi anti-Ma2 non manifestano la presenza di tumori (Rosenfeld et al. 2001). Clinicamente in 
questi pazienti si osserva spesso un coinvolgimento anche del tronco encefalico e del diencefalo con 
paralisi dello sguardo coniugato verso l’alto, parkinsionismo, diplopia, disfagia ed instabilità nella 
marcia. E’ descritta anche eccessiva sonnolenza diurna fino alla narcolessia, diabete insipido, calo 
della libido, aumento ponderale e deficit degli ormoni ipotalamici (Giometto 2008). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-Hu 
La metodica per l’identificazione di questi autoanticorpi attualmente raccomandata dalle linee guida 
europee consiste nell’esecuzione di una immunoistochimica su sezioni di cervello congelate fresche 
di ratto, topo, coniglio, uomo o di primate nelle quali si deve rilevare una forte reattività degli 
anticorpi anti-Ma2 con strutture subnucleari mostrando un pattern dot-like. I grandi neuroni del 
tronco encefalico o i nuclei cerebellari profondi possono mostrare reattività aggiuntive nel 
citoplasma caratterizzate da circa 1-4 “dot” di forte reattività. Come test di conferma è 
raccomandato l’uso di Western-blot o line-blot su proteina ricombinante. 
 
Antigene : Cv2/CRMP5 BMP binding endothelial regulator; Cv2,CRIM3 
I membri della famiglia delle proteine mediatrici della risposta della collapsina (CRMP) sono delle 
fosofoproteine citosoliche altamente espresse durante tutto lo sviluppo celebrale. Sono coinvolte in 
numerosi processi cellulari come l’apoptosi, la proliferazione cellulare, la migrazione cellulare, e il 
differenziamento. CMRP2, il primo della famiglia ad essere identificato, ha un ruolo fondamentale 
come segnale intracellulare che regola il collassamento dei coni di crescita degli assoni in risposta 
alla semaphorin 3A (Sema 3A). Nel cervello adulto CRMP5 è generalmente espresso a bassi livelli, 
ma questa proteina rimane espressa ad alto livello solo in quelle strutture neuronali che mantengono 
la loro capacità di differenziamento e plasticità, e in sottopopolazioni di oligodendrociti (Charrier et 
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al. 2003). L’espressione di CRMP5 è alterata nelle malattie neurodegenerative, per questo motivo si 
pensa possa avere un ruolo chiave nella fisiopatologia di queste malattie. Studi di localizzazione 
celebrale su sezioni di cervello di topi adulti hanno dimostrato che le varie isoforme delle CRMP 
sono distribuite in precisi distretti celebrali: CRMP1, CRMP2B, e CRMP5 sono localizzate nei 
dendriti di specifiche popolazioni neuronali, nei neuroni corticali piramidali, nelle cellule piramidali 
dell’ippocampo nel CA1, e nelle cellule del Purkinjie del cervelletto (Charrier, Reibel, Rogemond, 
Aguera, Thomasset and Honnorat 2003). 
Gli anticorpi anti-CRMP5 sono stati ritrovati in diverse sindromi paraneoplastiche (Knudsen et al. 
2006), solitamente associate con cancro polmonare a piccole cellule (SCLC) o meno 
frequentemente a timoma (Yu et al. 2001). Studi recenti hanno inoltre dimostrato che gli 
autoanticorpi anti-CV2/CRMP5 sono presenti nel fluido cerebrospinale di pazienti affetti da 
sindromi paraneoplastiche associate a degenerazione cerebellare; patologia che si presenta spesso 
associata a vertigini, atassia, disartria cerebellare e nistagmo. Gli anticorpi anti-CV2/CRMP5 
reagiscono anche con il citoplasma di oligodendrociti e neuroni, risultando così coinvolti in 
patologie come encefalomieliti, degenerazione cerebellare, corea, neurite ottica e neuropatie 
sensoriali, spesso associati a tumori ginecologici. Gli anticorpi sono stati caratterizzati e ritrovati nel 
9% dei pazienti con SCLC e nel 4% dei donatori sani (Graus, Delattre, Antoine, Dalmau, Giometto, 
Grisold et al. 2004). Il significato diagnostico degli anticorpi anti-CRMP5 nel CSF rimane ancora 
ignoto, anche se in letteratura ci sono delle evidenze riguardo alla sintesi intratecale di questi 
anticorpi (Stich et al. 2007). E’inoltre importante aggiungere che occasionalmente si trovano 
associati alle sindrome paraneoplastiche con presenza di anticorpi anti-CV2-CRMP5 anche il 
carcinoma a cellule squamose della nuca e della testa, forme di cancro alla laringe e miopatie. I 
tumori extratoracici associati con anticorpi anti- CV2/CRMP5 includono in ordine di frequenza: 
carcinoma, sarcoma dell'utero, carcinoma della prostata (Pillay et al. 1993). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-CV2/CRMP5 
Le tecniche per l’individuazione degli anticorpi anti-CV2-CRMP5 nel siero dei pazienti sono 
molteplici: esistono sia tecniche di immunopreciptazione, test in immunofluorescenza (IF), Western 
blot utilizzando omogenato di cervello di ratto e line blot su antigene purificato. L’incremento della 
sensibilità del test in immunoprecipitazione può essere migliorato variando la diluizione del siero o 
utilizzando dei marcanti radioattivi per aumentare la detenzione del segnale (Monstad et al. 2006). 
Tuttavia le linee guida per l’identificazione degli anticorpi associati alle PNS suggeriscono 
l’utilizzo dell’immunoistochimica su sezioni di cervello come test di screening e della della tecnica 
del line-blot, come test di conferma in quanto presenta accuratezza diagnostica e specificità 
anticorpale più elevate (Tampoia et al.). 
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Antigene: Amfifisina (Amph) 
L'amfifisina I (Amph1) e l’amfifisina II (Amph2) sono proteine presenti nella porzione terminale 
dei nervi e sono coinvolte nell’endocitosi delle vescicole sinaptiche mediata dalla clatrina, in 
particolare la porzione Src homology 3 (SHR) media le interazioni tra la dinamina e la 
sinaptojanina favorendo la fase finale di formazione della vescicola endocitotica (Wigge et al. 
1997). L’Amph1 fu scoperta nel 1992, e recentemente l’Amph 2 è stata identificata come sua 
isoforma (Owen et al. 1998) (Wigge et al. 1998). L’Amph2 ha molte varianti di splicing: l’isoforma 
da 95 Kd è predominante nel cervello, l’Amph1 e 2 formano un eterodimero, che suggerisce che le 
due isoforme funzionino come un unico complesso (Ramjaun et al. 1998). 
La sindrome di Stiff Person (SPS), caratterizzata da anticorpi anti-amfifisina, è una rara  malattia 
paraneoplastica del sistema nervoso centrale con una putativa origine autoimmune. La principale 
forma di SPS è caratterizzata da severa rigidità della spina dorsale e delle gambe, accompagnata da 
spasmi muscolari, fattori che peggiorano in seguito a stati emozionali e stress (Brashear et al. 1991; 
Wessig et al. 2003). Nel siero dei pazienti affetti da SPS sono presenti anche alti titoli di 
autoanticorpi anti-acido glutammico decarbossilasi (GAD65), associati alla presenza di 
encefalomieliti, rigidità e miocolono (Espay et al. 2006). Altre avarianti di SPS sono caratterizzate 
dalla presenza di anticorpi anti-Anfifisina, che nella maggior parte dei casi sono associati alla 
comparsa di tumori al fegato (De Camilli et al. 1993). Tuttavia la presenza di questi autoanticorpi è 
frequente anche in associazione con altri anticorpi propri delle patologie paraneoplastiche 
caratterizzatae da neuropatia sensoriale, encefalopatie e mielopatie (Pittock et al. 2005; Winer 
2008). 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-amfifisina 
Come per altri anticorpi già descritti, le linee guida per l’identificazione degli anticorpi associati 
alle PNS suggeriscono l’utilizzo dell’immunoistochimica su sezioni di cervello come test di 
screening e della della tecnica del line-blot o Western-blot, come test di conferma. Sia per la 
metodica delle immunoistochimica che per il line- o Western-blot esistono kit commerciali. 
 
Antigene: Ri Anti- neuronal nuclear antibody type 2 (ANNA 2) 
Gli autoanticorpi umani anti anti-Ri riconoscono una famiglia di proteine denominate Nova, capaci 
di legare l’RNA (RNA-binding proteins) ed espresse principalmente nel sistema nervoso. In 
particolare, i due antigeni Ri-1 sono Nova-1 e Nova-2. Le proteine Nova contengono tre domini 
RNA-binding chiamati KH (per omologia alla proteina hnRNPK) e regolano lo splicing alternativo 
e la terminazione alternativa del 3'UTR di vari mRNA che codificano per proteine localizzate alle 
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sinapsi dei neuroni. Le proteine Nova sono fondamentali per lo sviluppo e il mantenimento del 
fenotipo neuronale nei mammiferi. Topi transgenici in cui il gene Nova1 è stato deleto presentano 
un aumento di apoptosi dei neuroni del romboencefalo e del midollo spinale (Jensen et al. 2000). 
IgG biotinilate prodotte dal siero di pazienti con un alto titolo di anticorpi anti-Ri sono state 
utilizzate per studi di localizzazione tissutale. E’ risultato quindi che l’antigene Ri è circoscritto ai 
neuroni nel CNS e in alcune cellule pituitarie, i neuroni della radice dorsale, dei gangli simpatetici e 
di Gasserian (Graus et al. 1993).  
L’atassia mioclono-opsolono paraneoplastica (POMA) è un disordine della motilità oculare che 
consiste in movimenti involontari aritmici multidirezionali di entrambi i globi oculari. Si associa 
inoltre a scosse involontarie improvvise dei gruppi muscolari e può avere una distribuzione diffusa 
o focale (Giometto 2008). Gli anticorpi anti-Ri sono comunemente associati al cancro alla 
mammella, ma sono stati anche trovati in associazione con tumori ovarici, delle tube di Falloppio, 
del polmone e della vescica (Pittock et al. 2003; Musunuru et al. 2008). Oltre alla forte correlazione 
tra gli anticorpi anti-Ri e POMA, alti titoli di questi anticorpi sono stati ritrovati anche in encefaliti 
paraneoplastiche (Rajabally et al. 2004) e in pazienti affetti dalla sindrome di “Stiff person” 
(McCabe et al. 2004). La percentuale di pazienti positivi agli anti-Ri senza la presenza di un cancro 
è del 3% mentre la frequenza del cancro in pazienti senza sindromi neurologiche paraneolpastiche 
si aggira intorno al 4% ed il tumore è localizzato prevalentemente a livello ovarico (Graus, Delattre, 
Antoine, Dalmau, Giometto, Grisold et al. 2004). 
 
Metodiche per la rilevazione degli anticorpi anti-Ri 
Le tecniche per l’individuazione degli anticorpi anti-Ri nel siero dei pazienti sono molteplici: 
esistono test in immunofluorescenza, (IF), Western blot utilizzando omogenato di cervello di ratto e 
line blot su antigene purificato (Monstad, Storstein, Dorum, Knudsen, Lonning, Salvesen et al. 
2006). Dall’analisi di questi tre metodi, le linee guida per l’identificazione degli anticorpi coinvolti 
nelle PNS suggeriscono l’utilizzo dell’immunoistochimica su sezione di cervello con test di 
conferma mediante line-blot che risulta essere la metodica con la più elevata accuratezza 
diagnostica e inoltre aiuta il riconoscimento del tipo di autoanticorpi presenti nel siero (Tampoia, 
Zucano, Antico, Giometto, Bonaguri, Alessio et al.). 
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1.4 Un caso di sospetta eziologia autoimmune: la Sindrome 
Amiotrofica Laterale 
 
Caratteristiche generali  
La sclerosi laterale amiotrofica, nota anche come SLA, morbo di Lou Gehrig (in onore del giocatore 
statunitense di baseball che fu affetto da questa patologia), malattia di Charcot o malattia dei 
motoneuroni, è la più comune malattia del motoneurone dell’adulto, caratterizzata da una 
degenerazione progressiva del primo e del secondo motoneurone, rispettivamente a livello della 
corteccia cerebrale e a livello del tronco encefalico e midollo spinale (Fig 11). La malattia fu 
descritta per la prima volta nel 1869 dal neurologo francese Jean-Martin Charcot, tuttavia le cause e 
la patogenesi sono ancora in parte ignote. 
Nella sua dizione più nota, questa patologia chiarisce già gli elementi anatomopatologici più 
caratteristici. Il termine “Sclerosi laterale” si riferisce alla degenerazione e successiva sostituzione 
gliotica dei tratti corticospinali anteriore e laterale (primo motoneurone), che provoca progressivo 
irrigidimento dei muscoli (spasticità), iperreflessia osteotendinea, e la comparsa di riflessi 
"Amiotrofia” si riferisce invece all’ipo-atrofia delle fibre muscolari, dovuta alla denervazione 
muscolare (secondo motoneurone), che conduce a ipostenia, atrofia muscolare, fascicolazioni, 
crampi muscolari, deficit di forza, riduzione del tono muscolare e dei riflessi osteotendinei 
(Rowland et al. 2001). 
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Fig. 11 Motoneuroni coinvolti nella SLA (Rowland and Shneider 2001). 
 
Epidemiologia 
L’incidenza annuale della SLA sporadica (SALS: sporadic amyotrophic lateral sclerosis) è di circa 
1-2 casi/100.000 abitanti, con una prevalenza di circa 4-6 casi/100.000 abitanti. La patologia è più 
frequente nel sesso maschile di circa 1.5 volte (Mitchell J 2007); si ritiene che ciò possa essere 
spiegato grazie all’azione protettiva degli ormoni femminili (Nelson et al. 2000; Armon 2003). 
L’incidenza aumenta dopo i 40 anni (solo il 5% esordisce prima dei 30 anni, il 10% prima dei 40 
anni), con un picco a 55-65 anni, per poi diminuire dopo gli 80 anni (Ropper AH 2009).  
L’evoluzione della patologia porta al decesso in circa 3-5 anni, solitamente per le complicanze 
dell’insufficienza respiratoria (Gonzalez de Aguilar et al. 2007). L’esordio bulbare è più tipico delle 
donne anziane (oltre i 70 anni) (Forbes et al. 2004; Beghi et al. 2007). La malattia è familiare nel 
10% dei casi; la FALS (familial amyotrophic lateral sclerosis) ha un decorso simile alla forma 
sporadica anche se l’esordio sembra essere più precoce (10 anni prima), sono colpiti in egual misura 
maschi e femmine e la sopravvivenza è lievemente inferiore. Nella maggior parte dei casi 
l’ereditarietà è autosomica dominante, con esordio in età adulta (Ropper AH 2009). Le forme 
autosomiche recessive sono estremamente rare e caratterizzate da un esordio precoce di malattia 
(Rowland LP 2009). 
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Eziologia 
L’eziologia della forma sporadica di SLA rimane attualmente poco chiara, tuttavia sono state 
riscontrate numerose anomalie nel gene della superossido dismutasi Cu/Zn in un gran numero di 
casi familiari (Rosen et al. 1993; Radunovic et al. 1997). Vi sono inoltre numerose evidenze per 
quanto riguarda un coinvolgimento immuno-infiammatorio della patologia date dalla presenza di 
anticorpi anti- Gangliosidi IgM (GM2 E GD2) nel siero (Kotaro Mizutani 2003). Come detto in 
precedenza l’eziologia non è nota, ma probabilmente si tratta di una malattia multifattoriale; sono 
stati infatti identificati fattori di rischio ambientali e geni di suscettibilità, nessuno dei quali, tuttavia 
è da solo in grado di spiegare lo sviluppo della malattia. 
Per quanto concerne i fattori di rischio esogeni, soltanto il fumo di sigaretta sembra essere associato 
ad una maggiore probabilità di sviluppare la SLA (Weisskopf et al. 2004) mentre gli altri fattori 
presi in considerazione avrebbero solo una modesta se non contraddittoria correlazione: esposizione 
a sostanze neurotossiche (metalli pesanti come piombo, mercurio, selenio e deficit di rame) (Sutedja 
et al. 2007), infezioni virali (Poliovirus, HIV, HTLV-1, HCV), strenua attività fisica (aumento dello 
stress ossidativo o danno eccitotossico da glutammato), età della menopausa, dieta, elettrocuzione, 
aree di residenza, occupazione, attività fisica, razza, numero di gravidanze) (Bastos et al. 2011). 
 
 
Fig. 12 Meccanismo alla base della degenerazione dei motoneuroni nella SLA (Rowland and 
Shneider 2001). 
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Ipotesi autoimmunitaria 
Le ipotesi di un coinvolgimento del sistema immunitario nella SLA sono supportate principalmente 
da: 
a) l’evidenza occasionale d’infiltrati T-cellulari e di depositi d’immunocomplessi nel midollo 
spinale di pazienti affetti da SLA, indice di un’attivazione locale di una specifica popolazione T-
cellulare; 
b) la frequente associazione della SLA con anticorpi antineurali, in particolare anticorpi IgG diretti 
contro canali al calcio voltaggio dipendenti (L-type VGCC), gangliosidi, subunità di neurofilamenti 
(neurofilament 68), α-actinina, desmina, actina, tubulina, GFAP (glial fibrillary acidic protein), 
proteoglicani, S100 e la proteina Tau, acetilcolinesterasi, recettore Fas (CD95), proteine muscolari 
fetali, antigeni vascolari (Nobile-Orazio E 2001; Yamazaki et al. 2008); 
c) l’alta frequenza di alcune patologie associate alla SLA: MGUS (monoclonal gammopathy of 
undetermined significance) e patologie tiroidee (Niebroj-Dobosz et al. 2006). Il danno neuronale da 
anticorpi è stato evidenziato non tanto a livello del corpo cellulare del motoneurone, ma soprattutto 
a livello delle terminazioni nervose presinaptiche a livello della placca neuromuscolare. Si pensa 
che esse siano principalmente e precocemente interessate poiché situate al di fuori della barriera 
ematoencefalica. Infatti il trattamento prolungato con anticorpi purificati da pazienti con SLA 
sporadica ma non familiare, induce delle modificazioni dei canali al calcio voltaggio dipendenti a 
livello presinaptico, andando a mutare l’espressione di alcune isoforme, correlate al trasporto 
vescicolare di neurotrasmettitore (Fratantoni et al. 2000; Pagani et al. 2011) . Inoltre il trattamento 
con questi anticorpi rende colture di motoneuroni in vitro sensibili all’apoptosi mediata da caspasi-
3 (Demestre et al. 2005). 
L’iniezione di anticorpi di pazienti affetti da SLA in modelli murini induce debolezza muscolare e 
immunoreattività IgG a livello della placca neuromuscolare e del soma dei motoneuroni (Appel et 
al. 1991; Engelhardt et al. 2005). Un approccio terapeutico basato sull’ipotesi di una patogenesi 
autoimmune dovrebbe quindi arrestare o almeno rallentare la progressione della SLA. Tuttavia, 
innumerevoli terapie immunosoppressive con corticosteroidi, azatioprina, ciclofosfamide, 
plasmaferesi o Ig endovena hanno fallito nel modificare la progressione della patologia (Pagani, 
Gonzalez and Uchitel 2011). Nonostante questi risultati negativi possano scoraggiare questo tipo di 
ricerca, si deve considerare che al momento della diagnosi di SLA, il danno ai motoneuroni nei 
pazienti è già massivo. Traendo delle conclusioni: 
a) la popolazione dei pazienti affetti da SLA sporadica non è omogenea ed è chiaro che, qualora i 
meccanismi autoimmunitari risultino patogenetici, tale scoperta non può essere generalizzata 
all’intera popolazione di individui affetti da SLA sporadica;  
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b) numerose ricerche hanno dimostrato la presenza di meccanismi autoimmunitari nella SLA, 
tuttavia non è chiaro se queste alterazioni autoimmunitarie siano coinvolte nella patogenesi oppure 
siano solo un epifenomeno del danno neuronale, soprattutto alla luce dei fallimentari tentativi con 
terapie immunosoppressive. È probabile che gli anticorpi diretti contro antigeni intracellulari non 
siano patogenetici, poiché è stato evidenziato che gli anticorpi contro proteine intracellulari sono un 
sottoprodotto del processo autoimmunitario. Esperimenti con modelli animali supportano 
fortemente l’ipotesi dell’autoimmunità come meccanismo patogenetico; 
c) l’osservazione che le IgG purificate da pazienti affetti da SLA sporadica ma non familiare 
interagiscano con la membrana presinaptica dei motoneuroni e ne modulino la trasmissione 
sinaptica suggerisce che ci sia un ruolo patogenetico degli anticorpi dei pazienti affetti da SLA 
(Pagani, Reisin and Uchitel 2006); 
d) rimane il dato negativo che tutte le terapie immunosoppressive provate abbiano fallito, anche se è 
importante sottolineare la difficoltà nel trovare terapie efficaci per le patologie autoimmuni. 
Ipotesi paraneoplastica 
Il meccanismo con cui i carcinomi inducono sindromi paraneoplastiche sono poco conosciuti. La 
teoria più plausibile è quella su base autoimmunitaria, in cui certi tipi di tumore esprimono antigeni 
di superficie condivisi con neuroni centrali e periferici. La risposta immunitaria viene quindi diretta 
contro l’antigene condiviso sia dal tumore che dal sistema nervoso. L’evidenza di tale meccanismo 
autoimmunitario può essere esemplificata con la sindrome di Lambert-Eaton, in cui un anticorpo 
contro un carcinoma si lega ai canali al calcio voltaggio dipendenti a livello della placca 
neuromuscolare (Ropper AH 2009) . 
È stata suggerita un’ipotesi paraneoplastica nei pazienti affetti sia da SLA che da carcinoma. 
Effettivamente molti autori sono d’accordo nel ritenere che le malattie del motoneurone possano 
rappresentare un aspetto di encefalomielite paraneoplastica. Tuttavia, non è ancora del tutto chiaro 
se la forma pura di SLA associata a carcinoma sia paraneoplastica. La remissione o il 
miglioramento dei segni neurologici dopo trattamento di una coesistente neoplasia e la presenza di 
anticorpi sierici contro antigeni neuronali in alcuni di questi pazienti, suggerisce una relazione tra 
neoplasia e coinvolgimento dei motoneuroni. Ciò nonostante, non è stata evidenziata da indagini 
epidemiologiche un’associazione significativa tra SLA e cancro. Inoltre i pazienti affetti da SLA 
sporadica non differiscono clinicamente dai pazienti affetti da SLA e da neoplasia (Vigliani et al. 
2000). 
In conclusione, vi sono dati sufficienti per rivalutare l’ipotesi di una eziologia autoimmune nella 
SLA e stabilire con un’indagine sistematica l’effettiva frequenza e tipologia di autoanticorpi in 
questa malattia. 
Scopo della tesi 
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Capitolo 2. Scopo della tesi 
 
Sulla base di quanto descritto nell’introduzione, è possibile affermare che attualmente le malattie 
causate dalla presenza di anticorpi che determinano il malfunzionamento, o la morte delle cellule 
nervose sono poco caratterizzate (Boscolo and Tongiorgi 2007). Tuttavia si stima che le malattie 
neurodegenerative a sospetta origine autoimmune colpiscano 75 milioni di pazienti nel mondo. La 
maggior parte di queste patologie è classificata come rara e per molte di esse non esiste un metodo 
di diagnosi in quanto l’antigene (o gli antigeni) bersaglio della risposta autoimmune sono per lo più 
sconosciuti. 
 
Lo scopo di questa tesi sperimentale si compone di tre fasi : 
 
1. Creare un metodo di controllo qualità per il saggio di analisi immunoistochimica TABA e 
valutare la sua validità diagnostica. 
 
2. Sviluppare un test che permetta l’analisi della reattività dei sieri di pazienti che presentano 
neuropatie non ancora classificate perché ad antigene ignoto.  
 
3. Testare con la metodica TABA di immunoistochimica semi-quantitativa su sezioni di cervello 
di ratto sieri di pazienti affetti da SLA al fine di individuare un disegno di marcatura specifico. 
 
Materiali e metodi 
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Capitolo 3. Materiali e Metodi  
 
2.1. Reagenti utilizzati 
 
• Tampone salino fosfato (PBS): 1.47 mM KH2PO4, 0.137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM 
Na2HPO4  a pH7 
• PBS Triton : PBS Triton x100 allo 0,3% 
• PBS Tween : PBS Tween 0,5% 
• Soluzione per vetrini gelatinati: gelatina 0,5%, cromopotassio solfatoico 0,1%, acqua distillata   
• Soluzione di sviluppo con diamminobenzidina (DAB): una pastiglia di DAB (O,4 mg/ml), D-
glucosio 2mg/ml ,glucosio ossidasi 0,01 mg/ml. 
• Anticorpi: 
 
Tabella 7 
ANTICORPI PRIMARI ANTICORPI SECONDARI 
Ab contro I nuclei neuronali (anti-Ri) 
(Euroimmun CA 1115-0101) 
Ab contro il nucleo neuronale: anti Hu  
(Euroimmun CA 1116-0101) 
α human IgG Fc HRP DAKO (ABIN300569)  
α human IgG Fc HRP JACKSON (109-035-008) 
α human IgM Fc HRP JACKSON (109-035-043) 
 
 
2. 2 Procedure 
2.2.1 Preparazione delle sezioni di cervello e nervo sciatico 
Ratti maschi adulti (circa 300g) del ceppo Sprague Dawly vengono sacrificati con CO2 (gli animali 
sono stati trattati secondo le direttive nazionali DL, N116, GU, suppl.40, 18 dicembre 1992 e 
internazionali, European Community Council Directive 86/ 609, Oja L, 358, 1, 12 December 1987). 
I nervi sciatici e i cervelli estratti vengono congelati immediatamente in una soluzione di isopentano 
in ghiaccio secco e quindi conservati a –80°C. Le sezioni sagittali di cervello e quelle sagittali e 
coronali di nervo sciatico di ratto, dello spessore di 10µm, vengono tagliate con il criostato 
(Leica,Germany) e fatte aderire ai vetrini gelatinati (Sigma) e conservate a –80°C. 
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2.2.2 Preparazione vetrini gelatinati 
Dopo aver preparato la soluzione per vetrini gelatinati si passano i vetrini in etanolo 95% per pulirli, 
in seguito in acqua distillata e infine nella soluzione di gelatina. Scolare quindi i vetrini dall’eccesso 
di soluzione ed asciugarli in stufa a 37°C o/n. 
 
2.2.3 Immunoistochimica su sezioni di tessuto: 
 Immuno su nervo sciatico di ratto 
 
Protocollo 1: immunoistochimica con PBS Tween 0,05%. Portare a temperatura ambiente i vetrini 
conservati a -80°C. Reidratare le fettine con una soluzione di PBS Tween 0,05% per 3 volte a RT 5’ 
ciascuno. Incubare quindi per un’ora a RT con l’anticorpo primario diluito in PBS Tween 0,05%. 
Al termine effettuare 3 lavaggi da 5’ con PBS Tween 0,05% e successivamente incubare 30’ con 
l’anticorpo secondario diluito in PBS Tween 0,05%. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS Tween 
0,05% per 5’ ciascuno e procedere con lo sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione 
di sviluppo contenente la DAB. Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si effettua un 
lavaggio con PBS Tween 0,05%. Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e procedere a montare i 
vetrini passandoli prima in MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e infine Xilene 100% per 2’. 
Coprire i vetrini con un vetrino copri oggetti fissandolo con la colla Eukitt (Sigma). 
Per il protocollo di analisi densitometrica TABA il protocolo è eseguito dal Robot Automatico 
Dako Autostainer. 
 
Protocollo 2: immunoistochimica con PBS Tween 0,05% e fissazione in metanolo. Le fettine 
vengono prima passate in metanolo a 4°C per 10’ per la fissazione, successivamente viene seguito il 
protocollo precedentemente descritto (protocollo 1). 
 
Protocollo 3: immunoistochimica con PBS Triton 0,3%. Portare a temperatura ambiente i vetrini 
conservati a -80°C. Reidratare le fettine con una soluzione di PBS Triton 0,3% per 3 volte a RT. 
Incubare quindi per un’ora a RT con l’anticorpo primario diluito in PBS Triton 0,3%. Al termine 
effettuare 3 lavaggi con PBS Triton 0,3% e successivamente incubare 30’ con l’anticorpo 
secondario diluito in PBS Triton 0,3%. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS Triton 0,3% e procedere 
con lo sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione di sviluppo contenente la DAB. 
Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si effettua un lavaggio con PBS Triton 0,3%. 
Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e procedere a montare i vetrini passandoli prima in 
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MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e infine Xilene 100% per 2’. Coprire i vetrini con un 
vetrino copri oggetti fissandolo con la colla Eukitt (Sigma). 
 
Protocollo 4: immunoistochimica con PBS Triton 0,3% e fissazione con metanolo. Le fettine 
vengono prima passate in metanolo a 4°C per 10’ per la fissazione, successivamente viene seguito il 
protocollo precedentemente descritto (protocollo 3). 
 
Protocollo 5: immunoistochimica con PBS Triton 0,3% e fissazione in paraformaldeide. 
a) Le fettine vengono immerse in paraformaldeide 4% per 15’ a 4°C. In seguito vengono 
effettuati i 3 lavaggi in PBS Triton 0.3% e l’incubazione con l’anticorpo primario o/n a 4°C. 
Il giorno seguente le fettine vengono lavate in PBS Triton 0.3% per 3 volte e incubate con 
l’anticorpo secondario per 1h a temperatura ambiente. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS 
Triton 0,3% e procedere con lo sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione di 
sviluppo contenente la DAB. Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si 
effettua un lavaggio con PBS Triton 0,3%. Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e 
procedere a montare i vetrini passandoli prima in MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e 
infine Xilene 100% per 2’. Coprire i vetrini con un vetrino copri oggetti fissandolo con la 
colla Eukitt (Sigma).  
b) Le fettine vengono immerse in paraformaldeide 4% per 15’ a 4°C. In seguito vengono 
effettuati i 3 lavaggi in PBS Triton 0.3% e l’incubazione con l’anticorpo primario o/n a 4°C. 
Il giorno seguente le fettine vengono lavate in PBS Triton 0.3% per 3 volte e incubate con 
l’anticorpo secondario per 3h a temperatura ambiente. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS 
Triton 0,3% e procedere con lo sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione di 
sviluppo contenente la DAB. Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si 
effettua un lavaggio con PBS Triton 0,3%. Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e 
procedere a montare i vetrini passandoli prima in MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e 
infine Xilene 100% per 2’. Coprire i vetrini con un vetrino copri oggetti fissandolo con la 
colla Eukitt (Sigma).  
c) Le fettine vengono immerse in paraformaldeide 4% per 15’ a 4°C. In seguito vengono 
effettuati i 3 lavaggi in PBS Triton 0.3% e l’incubazione con la soluzione di “goat blocking 
serum” per 15’. Terminato il tempo si effettuano 3 lavaggi in PBSTriton 0,3% e si passa 
all’incubazione con l’anticorpo primario o/n a 4°C. Il giorno seguente le fettine vengono 
lavate in PBS Triton 0.3% per 3 volte e incubate con l’anticorpo secondario per 3h a 
temperatura ambiente. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS Triton 0,3% e procedere con lo 
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sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione di sviluppo contenente la DAB. 
Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si effettua un lavaggio con PBS 
Triton 0,3%. Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e procedere a montare i vetrini 
passandoli prima in MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e infine Xilene 100% per 2’. 
Coprire i vetrini con un vetrino copri oggetti fissandolo con la colla Eukitt (Sigma).  
d) Le fettine vengono immerse in paraformaldeide 4% per 15’ a 4°C. In seguito vengono 
effettuati i 3 lavaggi in PBS Triton 0.3% e l’incubazione con la soluzione di “goat blocking 
serum” e di BSA per 15’. Terminato il tempo si effettuano 3 lavaggi in PBS Triton 0,3% e si 
passa all’incubazione con l’anticorpo primario o/n a 4°C. Il giorno seguente le fettine 
vengono lavate in PBS Triton 0.3% per 3 volte e incubate con l’anticorpo secondario per 3h 
a temperatura ambiente. Effettuare altri 3 lavaggi con PBS Triton 0,3% e procedere con lo 
sviluppo per 20’ incubando i vetrini a RT con la soluzione di sviluppo contenente la DAB. 
Al termine dei 20’ la reazione enzimatica è conclusa e si effettua un lavaggio con PBS 
Triton 0,3%. Lasciar asciugare le fettine a 55°C per 10’ e procedere a montare i vetrini 
passandoli prima in MetOH 100%, poi MetOH- Xilene 50:50 e infine Xilene 100% per 2’. 
Coprire i vetrini con un vetrino copri oggetti fissandolo con la colla Eukitt (Sigma). 
Sieri di pazienti diluizione 1:600. Anticorpo secondario utilizzato: anti human IgG HRP 1:400 
(Jackson) 
 
Immuno su cervello di ratto 
 
L’immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto è stata eseguita in maniera automatizzata dal 
Robot Automatico Dako Autostainer (Dako) programmato con i passaggi descritti nel protocollo 1. 
 
2.2.4. Acquisizione immagini 
Le immagini sono sono state acquisite tramite microscopio NIKON DXM1200 Image Pro-Plus 
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD) utilizzando un obiettivo 40x. 
Per l’analisi desnitometrica è stato utilizzato il protocollo descritto da Boscolo e colleghi (Boscolo 
and Tongiorgi 2007). 
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2.3. Kit commerciali utilizzati 
2.3.1 Kit per le neuropatie autoimmuni 
 
BÜHLMANN Laboratories AG 
Baselstrasse 55 
CH - 4124 Schönenbuch, Switzerland 
Tel.: +41 61 487 1212 
Fax: +41 61 487 1234 
info@buhlmannlabs.ch 
 English page 2
 Deutsch Seite 5
 Français page 8
 Italiano pagina 11
 Español página 14
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GanglioCombi 
with Enzyme Label Mix IgG/IgM  
 
anti-Ganglioside Autoantibodies 
ELISA 
(GA1, GM1, GM2, GD1a, GD1b, and GQ1b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   EK-GCO 96 wells 
    (12 patient profiles; IgG/IgM-Mix) 
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BÜHLMANN LABORATORIES AG 
Baselstrasse 55 
CH - 4124 Schönenbuch, Switzerland 
Tel.: +41 61 487 1212 
Fax: +41 61 487 1234 
info@buhlmannlabs.ch 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
anti-MAG 
anti-Myelin Associated 
Glycoprotein Autoantibodies 
ELISA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 EK-MAG  96 tests 
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Revision date: 2006-07-27 17/20 BÜHLMANN anti-MAG ELISA 
APPENDIX I 
TABLES/ TABELLEN/ TABLES/ TABELLE/ TABLAS 
 
Table 11:  Examples of results 
 
Conc.
[BTU]
Absorbance
[OD] 
Calc. Conc.
[BTU] 
CV Conc.
[%] 
Blank 1 
Blank 2 
Average 
 
0.063 
0.058 
0.060 
 
 
 
 
Calibrator A 
Calibrator A 
Average 
70000
70000
70000
1.591 
1.581 
1.586 
71099 
68917 
70000 
 
 
0.6 
Calibrator B 
Calibrator B 
Average 
15000
15000
15000
1.090 
1.088 
1.089 
15045 
14954 
15000 
 
 
0.6 
Calibrator C 
Calibrator C 
Average 
3000 
3000 
3000 
0.554 
0.557 
0.556 
2986 
3013 
3000 
 
 
0.4 
Calibrator D 
Calibrator D 
Average 
1000 
1000 
1000 
0.220 
0.218 
0.219 
1004 
996 
1000 
 
 
2.2 
Control LOW 
Control LOW 
Average 
 
0.425 
0.426 
0.426 
2017 
2023 
2020 
 
 
0.2 
Control HIGH 
Control HIGH 
Average 
 
1.261 
1.281 
1.271 
25486 
27113 
26299 
 
 
4.4 
Sample 1 
Sample 1 
Average 
 
0.078 
0.079 
0.079 
265 
272 
268 
 
 
1.9 
Sample 2 
Sample 2 
Average 
 
1.168 
1.186 
1.177 
19123 
20218 
19670 
 
 
3.9 
 
 
Figure 1:  Example of Standard Curve 
OD450 
 
BTU x1000 
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Revision date: 2006-07-27 18/20 BÜHLMANN anti-MAG ELISA 
 
Table 12:  Cut-off values and Standardization 
Total (n) 
Range (BTU) 
Mean Value (BTU) 
SD (BTU) 
Mean + 3 SD (BTU) 
 150 
0 -832 
173 
  186 
729 
 
 
 
Table 13:  Intra-Assay Precision (Within-Run) 
Sample Type Mean [BTU] 
SD 
[BTU] 
CV 
[%] 
Serum 1 (Low) 
Serum 2 (High) 
3764 
35384 
176 
2920 
4.7 
8.3 
Mean 6.5 
 
 
 
Table 14:  Inter-Assay Precision (Run-to-Run) 
Sample Type Mean [BTU] 
SD 
[BTU] 
CV 
[%] 
Serum 3 (Low) 
Serum 4 (High) 
4208 
17112 
714 
2362 
17.0 
13.8 
Mean 15.4 
 
 
 
Table 15:  Dilution Linearity 
Serum 
Samples 
Range  
Min   Max 
Mean 
Observed/Expected 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
  78     96% 
  99   119% 
105   151% 
162   229% 
135   231% 
112   292% 
  59     98% 
86% 
107% 
123% 
206% 
196% 
233% 
76% 
Mean 147% 
 
 
 
 
Table description: cf.  Results  (page 3),  Cut-Off Values 
and Standardization  (page 3) and  Performance 
Characteristics  (page 4) 
Tabellenbeschreibung: siehe  Resultate  (Seite 6), 
 Grenzwert und Standardisierung  (Seite 6) und  Leistungs-
merkmale  (Seite 7) 
Explications relatives aux tableaux: voir  Résultats  
(page 9),  Valeurs seuil et Standardisation  (page 9) et 
 Caractéristiques de Performance  (page 10) 
Descrizione tavola: cf.  Resultati  (pagina 12),  Valori di 
Cut-Off e Standardizazione  (pagina 12) e  Caratteristiche 
di Prestazione  (pagina 13). 
Explicaciones relativas a las Tablas: ver  Resultados  
(página 15),  Valores de Corte y Estandarización  (página 
15) y  Características de Eficiencia  (página 16) 
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2.3.2 Kit per le sindromi paraneoplastiche 
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2.3.3 Kit per le sindromi autoimmuni neuromuscolari 
 
 
The image cannot be display ed. Your computer may  not hav e enough memory  to open the image, or the image may  hav e been corrupted. Restart y our computer, and then open the f ile again. If  the red x still appears, y ou may  hav e to delete the image and t hen ins er t i t again.
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2.3.4 Kit per l’identificazione dell’Acquaporina 4 
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Capitolo 4. Risultati e discussione 
4.1 Trieste-Autoimmune Brain Atlas (TABA)  
L’analisi della reattività anti-neurale mediante test immunodiagnostico su sezioni istologiche di 
cervello, rappresenta un punto di partenza importante per la diagnosi di autoimmunità in una 
malattia neurologica, specialmente quando l’antigene target non è noto o comunque non sono 
disponibili dei kit diagnostici con antigeni purificati. La metodica immunoistichimica è una delle 
più utilizzate nell’ambito diagnostico in quanto permette di avere informazioni in tempi brevi, 
tuttavia essa presenta delle limitazioni dovute al fatto che la riproducibilità e l’interpretazione 
visuale dei risultati sono dipendenti dall’operatore. Per ovviare a questi problemi abbiamo messo a 
punto un metodo semi-quantitativo dove, l’intensità della marcatura prodotta dal siero del paziente  
su sezioni di cervelllo di ratto, è stata misurata mediante un metodo basato sulla quantificazione 
densitometrica. Questo metodo prevede l’applicazione di un cut off per discriminare tra la reattività 
naturale presente nei soggetti sani e quella invece normalmente più intensa dei pazienti che 
presentano anticorpi contro antigeni neurali.  
 
Analisi densitometrica 
Per definire il cut off per l’analisi densitometrica nelle sezioni di cervello di ratto si è proceduto nel 
seguente modo: in un primo momento sono state eseguite le analisi immunoistochimiche su sezioni 
di cervello di ratto per i sieri di 107 donatori di sangue sani. Sono state in seguito acquisite tramite 
microscopio NIKON con fotocamera DXM1200, le immagini a colori di tre regioni del cervello 
quali: il cervelletto (cellule del Purkinje), la corteccia (V strato) e il midollo allungato. 
Successivamente le immagini (1280X1024 pixel) sono state convertite in una scala di grigi con una 
codifica ad 8 bit ottenendo valori di intensità del segnale compresi tra 0, che rappresenta il pixel più 
scuro, e 255 corrispondente al pixel più luminoso (Fig. 1). 
 
Fig.  1 Valutazione semiquantitativa: conversione delle immagini a colori in scala di grigi 
(Boscolo, Passoni, Baldas, Cancelli, Hadjivassiliou, Ventura et al. 2006)  
255 
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Il terzo ed ultimo passaggio nella messa a punto di questa metodica è stato quello determinare il 
valore del pixel più scuro per ognuna delle tre regioni cerebrali considerate. Per questa operazione è 
stata utilizzata una particolare opzione del pacchetto software Image Pro-Plus (Media Cybernetics, 
Silver Spring, MD) chiamata “Count/Size”, che ha permesso di visualizzare i valori di distribuzione 
dell’intensità del pixel per ogni immagine mediante un istogramma della distribuzione dei livelli di 
grigio dei pixel come rappresentato in Figura 2. Successivamente, utilizzando la funzione 
“Threshold” di Image Pro-Plus impostando a mano come valore soglia il valore ottenuto con la 
funzione precedente, i pixel più scuri sono stati colorati automaticamente in rosso. Questa 
operazione ha permesso una valutazione da parte dell’operatore se tali pixel fossero localizzati in 
una cellula o comunque in una struttura anatomica riconoscibile oppure se si trattava di artefatti. 
 
Fig.  2 A) Istogramma di distribuzione dell’intesità di grigi dei pixel di una sezione di cervello di 
ratto incubata con siero di donatore sano. La freccia indica il valore del pixel più scuro, in questo 
caso pari a 133. B) Utilizzando la funzione threshold, sono stati marcati in rosso i pixel pari al 
valore 133. Le frecce indicano i pixel più scuri (colorati in rosso) presenti sul alcuni neuroni del 
cervelletto. La zona cerchiata evidenzia una marcatura di fondo classificata come artefatto. 
 
Il valore soglia per discriminare i sieri che risultano negativi per la diagnosi di autoimmunità è stato 
definito come la media dei pixel più scuri dei 107 sieri di donatori dalla quale è stata sottratta 1 
Deviazione Standard (DS), ottenendo un valore soglia di 152 (Fig. 3). I valori di intensità 
“borderline”sono stati definiti come tutte quelle intensità di segnale comprese tra –1 e –2 DS. I 
valori densitometrici della scala di grigi che definiscono una marcatura positiva sono stati compresi 
tra –2 e –3 DS mentre i fortemente positivi sono stati definiti come i valori che superano le 3 DS 
(Fig. 3). Sono stati in seguito scelti degli “pseudocolori” da associare ai rispettivi livelli di intensità 
densitometrica secondo il seguente schema: nessun colore per i valori negativi, colore blu per i 
“borderline”, verde chiaro per i positivi e il rosso per i fortemente positivi (Fig. 3).  
s
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Fig.  3 Definizione del cut off e falsi colori corrispondenti 
 
Le immagini delle diverse aree cerebrali sono state quindi convertite in immagini a pseudocolori, 
che rendono possibile all’operatore l’identificazione immediata dei differenti valori di positività di 
marcatura sulle diverse strutture neuronali (Boscolo, Passoni, Baldas, Cancelli, Hadjivassiliou, 
Ventura et al. 2006). Le immagini della figura 4 dimostrano come sia possibile identificare con 
sicurezza le regioni che risutano marcate con intensità borderline (blu), positiva (verde) e 
fortemente positiva (rosso).  
 
 
Fig.  4 Risultato delle immagini a pseudo-colori e analisi densitometrica dei sieri tramite 
immunoistochimica (Boscolo, Passoni, Baldas, Cancelli, Hadjivassiliou, Ventura et al. 2006) 
 
Come già descritto nel paragrafo precedente, uno dei problemi principale nell’utilizzo della tecnica 
dell’immunoistochimica nella diagnostica di laboratorio è rappresentato dall’interpretazione 
soggettiva del risultato da parte dell’operatore. L’utilizzo della metodica di carattere semi- 
quantitativo da noi sviluppata con la trasposizione in falsi colori delle regioni in cui si è concentrata 
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la reattività dei sieri, permette di risolvere quasi completamente questo problema indicando in modo 
non equivoco non solo la presenza di una marcatura ma anche la sua intensità con un cut-off del 
tutto comparabile a quello di un test ELISA. Resta comunque, la necessità di una valutazione 
soggettiva da parte dell’operatore per identificare le strutture anatomiche e cellulari sulle quali è 
presente la marcatura.  
 
4.2 Utilizzo del metodo TABA per l’identificazione di disegni di marcatura 
specifici nelle sindromi paraneoplastiche 
Per poter valutare l’accuratezza e la predittività diagnostica del metodo è necessario poter disporre 
di un campione di sieri dei quali è possibile accertare la positività o negatività mediante altri 
metodi. Abbiamo deciso quindi di utilizzare i sieri delle patologie neurologiche autoimmuni meglio 
caratterizzate e per le quali sono disponibili dei kit commerciali ampiamente validati, quali le 
Sindromi Paraneoplastiche (SPN) e la Neuromielite del Nervo Ottico (NMO). 
 
L’accuratezza diagnostica delle metodiche da utilizzare per la detenzione degli anticorpi anti neurali 
nel siero di pazienti con SPN è stata ampliamente studiata e descritta da un team di esperti tramite 
l’utilizzo di tre differenti metodiche: western blot (WB), line blot (LB) e immunofluorescenza 
indiretta (IIF) in substrati di cervello di primate (Tampoia, Zucano, Antico, Giometto, Bonaguri, 
Alessio et al. 2010). L’importanza di una corretta diagnosi di queste malattie è fondamentale in 
quanto prima che i sintomi del tumore appaiano, l’identificazione di anticorpi antineurali nel siero 
possono essere utili non soltanto per indirizzare il clinico ad un corretto trattamento ma soprattutto 
per guidare il medico nella ricerca di un tumore non ancora diagnosticato. La maggior parte degli 
anticorpi antineurali vengono ricercati utilizzando l’IIF utilizzando cervelletto di scimmia 
(Giometto et al. 1999), tuttavia  questa metodica non permette di identificare la specificità del 
segnale anticorpale, come invece offre il line blot (LB) dove utilizzate proteine ricombinanti che 
permettono di caratterizzare la risposta contro ciascun antigene separatamente (Vianello et al. 2004; 
Karim et al. 2005).  
 Fig.  5 Esempio di line blot. L’immagine si riferisce alla lettura del risultato della strip di 
nitrocellulosa data dallo scanner offerto dalla dalla ditta Euroimmun Italia.
 
Dallo studio effettuato da Tampoia e colleghi risulta 
rilevazione di tre dei principali anticorpi delle SPN (Hu, Ri e Yo) risulta
per IIF, 26, 3% per il WB e 31, 5 per LB. Da questo si deduce la superiorità dei risultati del LB. 
Inoltre il LB può anche identificare la presenza di altri anticorpi 
Anfifisina, CV2 e PNMA2, arrivando 
Antico, Giometto, Bonaguri, Alessio et al. 2010
 
Alla luce di questi dati, abbiamo
metodica del line blot cone quella
metodica TABA. Nella tabella 8 
testati con sospetta SPN. 
 
Tabella 8 Riassunto dell’analisi dei sieri con sospetta sindrome paraneolpastica.
Numero  di pazienti con 
sospetta sindrome 
paraneoplastica per cui è 
stato richiesto il test
100 
 
Dalla figura 6 è possibile osservare
immunoistochimica semiquantitativa 
marcatura e guidi l’operatore in una diagnosi dettagliata. 
 
che la sensitività dei tre diversi metodi
 rispettivamente del 28, 9 % 
(Fig.5) in quanto 
 quindi ad una sensitività del 36, 8 % 
).   
 utilizzato sieri di pazienti con diagnosi di
 dell’immunoistochimica su sezioni di cervello di 
sono riassunti i risultati dell’analisi in relazione all’analisi dei
 
Numero di positivi solo al 
LB 
Numero di positivi al 
TABA e line BLOT
2 20 
 
 come l’utilizzo dei falsi colori della metodica di analisi 
riesca ad evidenziare molto chiaramente 
 La figura mostra infatti il confronto tra la 
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 per la 
comprende anche 
(Tampoia, Zucano, 
 SPN confrontando la 
ratto secondo la 
 sieri 
 
 
il disegno di 
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reazione anticorpale di un siero di donatore sano a confronto con quella del siero di un paziente 
affetto da SPN con anticorpi contro l’antigene Ma2/Ta. E’ da sottolineare che la marcatura degli 
anticorpi anti neurali è  nota in letteratura e agli specialisti del settore che possono confrontare i 
disgeni di marcatura ottenuti dai saggi di laboratorio con quelli noti dalla comunità scientifica. Nel 
caso specifico, l’anticorpo onco neurale Ma2/Ta è descritto in letteratura infatti come associato al 
nucleolo (Boscolo, Passoni, Baldas, Cancelli, Hadjivassiliou, Ventura et al. 2006). L’uso di un test 
di carattere semi quantitativo, come quello da noi sviluppato, permette di discriminare la corretta 
marcatura del tessuto da parte di un anticorpo specifico. come si evince dalla colorazione rossa 
(strong positive) delle cellule del Purkinjie e del midollo allungato e dal netto colore verde (positve) 
delle cellule del V strato della corteccia nella Figura 6. 
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Fig.  6 Analisi densitometrica  di un controllo negativo (Healthy donor) e di un siero di paziente 
con sidrome paraneoplastica con positività al TABA e al line blot per l’anticorpo anti MA2/Ta. I 
sieri dei pazienti hanno diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario  IgG della DAKO ha 
diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
 
L’alta defiinizione con cui è possibile identificare il patter di marcatura utilizzando i falsi colori 
permette di sfruttare la metodica TABA per la definizione e verifica delle regioni cellulari e 
anatomiche bersaglio degli autoanticorpi anti-neurali. Nelle sottostante tabella sono riportati in 
maniera semplice ed esaustiva i disegni di marcatura relativi ai singoli autoanticorpi e la loro 
associazione con le neoplasie. 
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Tabella 9 Anticorpi onconeurali. Metodiche per i riconosciento e tumori più frequentemente 
associati(Giometto 2008). 
 
NOME 
ANTIGENE 
REATTIVITA’ 
IMMUNOISTOCHIMICA 
REATTIVITA’ IN WESTERN 
BLOT 
CARATTERISTCHE 
DELL’ANTIGENE 
TUMORI 
FREQUENTEMENTE 
ASSOCIATI 
Hu 
Nucleo dei neuroni del SNP 
e SNC 
Tripla banda a 38-40 Kda su 
estratti di neuroni del SNC o 
microcitoma 
Proteine leganti DNA 
/RNA neurone- 
sepcifiche 
Microcitoma 
Yo 
Citoplasma delle cellule del 
purkinjie cona spetto 
punteggiato 
Banda a 34 e 62 kD su estratto 
di cellule di cervelletto o di 
tumori ginecologici 
Proteine leganti il 
DNA 
Mammella, tratto 
ginecologico 
Ri Nucleo dei neuroni del SNC 
Banda a 55 e 80 kD su estratto 
di neuroni 
Nova,  proteina 
legante RNA 
Mammella, 
microcitoma 
CV2/CRMP5 
Citoplasma degli 
oligodendrociti 
Banda a 66 kD 
CRMP5 (collapsine 
responde mediator 
protein) 
Timoma, microcitoma 
Ma2/Ta Nuceolo neuronale Banda a 40 kD Biogenesi mRNA Tumore testicolare 
Amfifisina Sinapsi dei neuroni del SNC Banda a 128 kD 
Recupero delle 
vescicole sinaptche 
Mammella, 
microcitoma 
Tr 
Citoplasma e colorazione 
finemente granulare dello 
strato granula del cervelletto 
 Non nota Linfoma di Hodgkin 
NMDAR 
Strato moelcolare 
dell’ippocampo 
 
Recettore ionotropico 
per il glutammato 
Teratoma ovarico 
VGCK 
Porzione media dello strato 
molecolare dell’ippocampo 
(identificazione con tecnica 
RIA) 
Canale per il potassio 
voltaggio dipendente 
subunità Kv1.1 
Timoma 
 
 
Nelle figure successive sono mostrati i disegni di marcatura tipici di tre dei principali anticorpi 
caratteristici delle SPN: l’anti-Hu, l’anti-Ri e l’anti-amfifisina. 
 
 
 
Fig.  7 Anticorpi anti Hu presenti nel siero. In Figura A è raffigurato un ingrandimento della 
sostanza bianca. In Figura B è rappresenta la marcatura  fortemente nucleare delle cellule del 
Purkinje del cervelletto. Anticorpo commerciale Euroimmun Italia diluito 1:100, anticorpo 
secondario anti human IgG HRP DAKO 1:400 (Barra di calibrazione: 40 µ m ) 
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Fig.  8 Anticorpi anti Ri presenti nel siero. Cervelletto di ratto fotografato con obiettivo 4X e 
relativo ingrandimento delle cellule del Purkinjie. A differenza dell’anticorpo anti Hu lo strato 
granulare con risulta marcato, ma il segnale di positività è specifico delle cellule del Purkinjie. 
Siero di controllo Euroimmun Italia diluito 1:100, anticorpo secondario anti human IgG HRP 
DAKO 1:400 (Barra di calibrazione: 40 µ m ). 
 
In figura 9 si può apprezzare l’immagine di un immunoistochimica con siero di paziente positivo 
all’analisi immunoistochimica TABA. Il paziente preso in esame è risultato positivo al line blot per 
l’antigene Anfifisina, e ricalca in maniera specifica il pattern di marcatura proposto dal team di 
massimi esperti del settore all’indirizzo web http://www.pnseuronet.org/index.php e la descrizione 
della reattività immunoistochimica descritta in tabella 9. 
 
 
Fig.  9 Particolare di marcatura su neuroni della regione del midollo allungato prodotta da un 
siero positivo all’amfifisina. Le frecce indicano la positivià della marcatura nel nucleolo della 
cellula. Come anticorpo primario è stato uttilizzato il siero 1:600 e anticorpo secondario anti 
human IgG HRP 1:400.  Barra di calibrazione di 25 µm. 
 
A 
B 
Risultati e discussione 
 102
4.3 Utilizzo del metodo TABA per l’identificazione di disegni di marcatura 
specifici nella neuromielite ottica 
Le acquaporine (AQP) sono una famiglia di canali di membrana selettivi per l’acqua, presenti in 
animali, piante e microorganismi. In particolare l’AQP4 è il canale di membrana che si trova in 
maggior quantità nel cervello. Nel cervello dei mammiferi l’AQP, grazie alla particolare 
abbondanza nei processi del piede degli astrociti peduncolati che formano la barriera 
ematoencefalica, ha un importante ruolo nell’omeostasi cerebrale (Jung et al. 1996; Lennon, 
Kryzer, Pittock, Verkman and Hinson 2005). Studi di ibridizzazione hanno dimostrato che l’mRNA 
dell’AQP4 è presente anche nella glia, nel sistema ependimale, nel cervelletto, nel giro dentato 
dell’ippocampo e nei nuclei sovraottico e paraventricolare dell’ipotalamo (Jung and Spudich 1996). 
Inoltre una bassa ma significativa presenza di mRNA è stata riportata nella neocorteccia, nei nuclei 
terminali striati e nel nucleo mediale abenulare. 
 
La neuromielite ottica (NMO o sindrome di Devic) è una una rara patologia (1%) in cui il sistema 
immunitario distrugge la mielina nel nervo ottico e nel midollo spinale. Dal punto di vista 
patogenetico, si ritiene che gli anticorpi anti-AQP4 possano colpire gli astrociti peduncolati che 
fanno parte della barriera ematoencefalica (BEE) favorendo una maggiore permeabilità della BEE 
al passaggio dei linfociti che distruggono la mielina. La distruzione della mielina 
(demielinizzazione) nel sistema nervoso centrale (CNS) causa dolore e infiammazione al nervo 
ottico (neurite ottica) e al midollo spinale (mieliti) con conseguente perdita in maniera permanente 
o temporanea della vista, in uno o entrambi gli occhi, debolezza agli arti o paralisi e ridotto 
controllo delle funzioni fisiologiche. L’insorgenza di questi sintomi può avvenire molti mesi dopo 
l’inizio della patologia e può manifestarsi durante tutta la vita del paziente con attacchi ad intervalli 
di tempo variabili. Esistono altre malattie infiammatorie/demielinizzanti del CNS con sintomi 
clinici simili alla NMO per le quali la metodica diagnostica clinica più utilizzata è la risonanza 
magnetica (MRI). E’ necessario tuttavia distinguere la NMO dalla Sclerosi Multipla e dalle 
patologie autoimmuni che presentano demielinizzazione diffusa in quanto la NMO reagisce ai 
farmaci comunemente usati per la Sclerosi Multiple con un peggioramento dei sintomi (Jarius et al. 
2007). Per una diagnosi differenziale della NMO, la rilevazione degli anti-AQP4 ha una sensibilità 
del 33–91% (mediana 63%) e specificità del 85–100% (mediana 99%) a seconda del test utilizzato 
(Jarius et al. 2010). Per raggiungere la massima sensibilità/specificità si consiglia la combinazione 
di almeno due test tra cui l’immunofluorescenza su tessuto cerebrale e su linee cellulari trasfettate 
con AQP4 umana, e un test tra ELISA, Radio-immunoprecipitation Assay (RIPA), o Western-blot  
per l’individuazione dell’antigene nel siero dei pazienti (Jarius and Wildemann 2010). 
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Fig.  10 Rilevazione degli anticorpi anti-AQP4 tramite immunofluorescenza indiretta. a Marcatura 
di un siero con anticorpi anti-AQP4 in un sezione dei cervelletto di ratto adulto tramite 
immunoistochimica. b. microvasi. c. porzione di Virchow–Robin. d pia madre. e-g marcatura di 
anticorpi anti-AQP4 sulla superficie di HeK293 (cellule embrionali umane di rene), transfettate 
con AQP4 (fig e, vedi fig. f per un maggior ingrandimento).Cellule non transfettate (figura g). 
Anticorpo secondario utilizzato: goat anti-human  IgG coniugato con fluorescina (Jarius and 
Wildemann 2010). 
 
Alla luce delle evidenze presenti in letteratura abbiamo provato ad utilizzare la metodica TABA per 
studiare i disegni di marcatura di sieri di pazienti affetti da NMO. Il procedimento sperimentale è 
analogo a quello enunciato del lavoro di  Boscolo e colleghi, (Boscolo and Tongiorgi 2007), con la 
sola differenza che il cut off utilizzato è caratterizzato dallo studio di 20 pazienti affetti da NMO. 
 
Fig.  11  Immunoistochimica sui vasi su sezione di cervello di ratto (A) e immagine in falsi colori (B) con il 
cut off ottento da 20 pazienti affetti da NMO. Il colore rosso indica una marcatura fortemente positiva. 
L’anticorpo primario è costituito da un siero NMO positivo con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo 
secondario  IgG della DAKO ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di 
calibrazione di 50 µm. 
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Il risultato dell’applicazione di questa metodica si è dimostrato ancora una volta un ottimo supporto 
alla diagnosi in quanto usato in parallelo con la tecnica dell’immofluorescenza su cellule permette 
la corretta diagnosi di pazienti affetti da NMO, secondo le linee guida indicate dalla commisisone 
scientifica (McDonald et al. 2001). 
4.4 Valutazione della validità diagnostica del metodo TABA 
Il metodo da noi sviluppato presenta due punti di forza: l’uso di un’analisi semi-quantitativa con un 
cut-off simile a qualsiasi altro test diagnostico e  la possibilità di definire in modo preciso un pattern 
di marcatura grazie all’uso dei falsi colori derivati dall’uso dello stesso cut-off. Questi due punti di 
forza possono essere utilizzati per valutare la performance del metodo, in modo da stabilirne la 
validità diagnostica.  
 
Un buon test di laboratorio dovrebbe essere in grado di distinguere i soggetti affetti da una malattia 
rispetto ai sani. Questi parametri vengono indicati come “Sensibilità diagnostica” e “Specificità 
diagnostica”. E’ importante sottolineare che la sensibilità e la specificità sono interdipendenti. I 
valori di sensibilità e specificità diagnostica del test si calcolano con le formule: 
   ● Sensibilità diagnostica = VP/(VP + FN) 
   ● Specificità diagnostica = VN/(FP +VN) 
Dove VP (veri positivi) è la percentuale di soggetti affetti, positivi al test; FP (falsi positivi) è la 
percentuale di soggetti sani positivi al test; FN (falsi negativi) è la percentuale di soggetti affetti 
negativi al test; VN (veri negativi) la percentuale di soggetti sani, negativi al test.  Oltre ai parametri 
di sensibilità e specificità diagnostiche, per conoscere il reale contributo diagnostico di un test di 
laboratorio, si utilizzano i parametri di predittività positiva e negativa. 
La Predittività positiva (PP) permette di valutare quanto il mio esame è in grado di predire quali 
sono i soggetti malati se eseguo il test di laboratorio su una popolazione P, in cui è presente la 
malattia ma non tutti sono affetti.  
La Predittività negativa (PN) indica quanto il mio esame è in grado di predire quali sono i soggetti 
sani se eseguo il test di laboratorio su una popolazione P, in cui è presente la malattia ma non tutti 
sono affetti. PP e PN si calcolano con la formule: 
   ● Predittività positiva (PP)  = VP/(VP + FP) 
   ● Predittività negativa (PN) = VN/(VN + FN). 
Per poter calcolare i valori di validità diagnostica del test TABA, abbiamo deciso di utilizzare i 
risultati ottenuti con 100 sieri di pazienti testati per la ricerca di antigeni correlati alle sindromi 
paraneoplastiche in quanto queste patologie autoimmuni hanno delle linee guida internazionali per 
la diagnosi molto ben definite e gli anticorpi producono dei pattern di marcatura noti e in genere di 
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forte intensità. Le linee guida per la diagnosi delle sindromi paraneoplastiche riportano come 
golden standard che vi sia positivita' sia all'IHC che al line blot per l' indentificazione dei singoli 
antigeni onconeurali. Quindi, partendo da questo assunto, i veri positivi si definiscono come sieri 
che sono contemporaneamente positivi sia al metodo TABA, sia al kit line blot per la rilevazione 
degli anticorpi paraneoplastici. Questo ci pone nella condizione di poter calcolare la performance 
del saggio TABA come metodo diagnostico secondo questo schema: 
 
VP = (Veri Positivi) n=20 pazienti positivi a TABA che sono anche positivi al KIT LB per SPN 
FN = (Falsi Negativi) n=2 pazienti negativi al TABA che sono positivi ai Kit LB per SPN 
VN = (Veri Negativi) n=97 pazienti negativi al TABA dei 107 sani usati per stabilire il cut-off. 
FP = (Falsi Positivi) n=10 positivi al TABA tra i 107 sani usati per il cut-off. 
 
Utilizzando i dati ottenuti dall’analisi dei sieri di pazienti con sindromi paraneoplastiche i parametri 
di validità diagnostica ottenuti sono i seguenti: 
   ● Sensibilità diagnostica = VP/(VP + FN) = 90,9 % 
   ● Specificità diagnostica = VN/(FP +VN) = 90,65 % 
   ● Predittività positiva (PP)  = VP/(VP + FP) = 66,7 % 
   ● Predittività negativa (PN) = VN/(VN + FN) = 97, 98 %. 
 
 
4.5 Utilizzo del metodo TABA per il controllo qualità in immunoistochimica  
Una volta eliminata la principale limitazione nell’uso dell’immunoistochimica a scopi diagnostici 
legata alla scarsa riproducibilità dell’interpretazione visuale dei risultati da parte dell’operatore, 
abbiamo considerato un altra importante fonte di possibili problemi, molto dibattuta tra gli esperti 
del settore, relativa al controllo di qualità delle sezioni utilizzate come substrato. Trattandosi di una 
tecnica che si avvale spesso di preparati ottenuti in laboratorio e quindi non di prodotti industriali, è 
facile intuire come i substrati istologici utilizzati nei diversi laboratori possano essere molto 
differenti tra loro e che vi possa anche essere una variabilità all’interno di quelli prodotti dallo 
stesso laboratorio. Per questo motivo, la standardizzazione della preparazione ed i controlli di 
qualità dei substrati diventano una esigenza imprescindibile per ottenere risultati riproducibili nel 
tempo e in laboratoridiversi.  
  
Attualmente in letteratura non ci sono studi specifici che descrivano un protocollo standard da 
utilizzare per monitorare la qualità dei substrati utilizzati e valutarne la stabilità nel tempo. Le p
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evidenze di una ricerca di standardadizzazione nel controllo qualità in immunoistochimica sono 
date dal lavoro di Maxwell e McCluggage (Maxwell et al. 2000) in cui gli autori si ripropongono di 
valutare la bontà dei loro esperimenti monitorando nel tempo l’andamento di un controllo positivo e 
uno negativo e valutando 5 parametri di marcatura come indicato nella tabella sottostante. 
 
Tabella 10 Criteri di vautazione del controllo qualità (Maxwell and McCluggage 2000) 
 
 
Tuttavia l’impostazione di questo lavoro risulta non essere applicabile al fine di ottenere un 
controllo qualità delle sezioni dal momento che l’intensità della marcatura viene valutata ancora in 
modo operatore-dipendente. Un differente approccio per affrontare la problematica del controllo 
qualità è quello proposto dal lavoro pubblicato da Atha e colleghi nel 2010 (Atha et al. 2010) che 
riguardava il controllo qualità per l’analisi di biopsie di tessuti tumorali testate mediante 
immunoistochimica per l’espressione della proteina biomarker p53. Nel caso in cui nei tessuti 
testati è presente una reattività contro p53 evidenziata da un segnale in fluorescenza si ha un 
significato diagnostico positivo, in caso contrario non vi è nessuna  reazione da parte dell’anticorpo 
utilizzato ed il significato diagnostico è negativo (= tessuto non tumorale). In questo studio gli 
autori hanno utilizzato come marker di qualità la proteina p53 umana immobilizzata nei vetrini e 
hanno valutato l’intensità in fluorescenza nei vari saggi effettuati. Il saggio così effettuato presenta 
un ulteriore passo avanti nella messa appunto di una metodica di controllo qualità, mettendo alla 
luce tuttavia numerose problematiche non facilmente risolvibili come: la concentrazione e la 
specificità degli anticorpi utliizzati, la metodica utizzata e la stabilità della proteina scelta (CR 
1992). 
  
Alla luce di questi limiti abbiamo pensato di creare un nuovo protocollo che permettesse di ottenere 
un controllo qualità standard per le sezioni di cervello di ratto utilizzate nei nostri saggi. A questo 
scopo, abbiamo identificato un siero risultato fortemente positivo all’analisi densitometrica TABA e 
lo abbiamo utilizzato come standard per  i nostri esperimenti. Il protocollo si compone dei seguenti 
passaggi: 
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1) Produzione di un lotto di vetrini ciascuno con due sezioni di cervello ottenute da due ratti diversi. 
 2) Immunoistochimica con il siero di controllo (identificato con la sigla 55CT) su 5 vetrini dello 
stesso lotto (n=10 sezioni) effettuata in maniera automatizzata con il robot Autostainer in modo da 
garantirne la standardizzazione, come descritto nella sezione materiali e metodi. 
3) Analisi densitometrica con la metodica TABA secondo il procollo precedentemente descritto con 
identificazione del pixel più scuro per le tre diverse aree cerebrali di interesse (identificate in 
Fig.13) e trasposizione in falsi colori. 
 
 
Fig. 13 Immunoistochimica su sezione di cervello di ratto. Sono state analizzate tre diverse aree cerebrali : cervelletto 
(ml, strato molecolare, Pcl, cellule del Purkinjie, gcl strato granulare in A, D), corteccia (V strato, B, E), midollo 
allungato (C,F) come indicato nelle lettere nella figura schematica sottostante del cervello di ratto (Figura tratta da 
(Boscolo and Tongiorgi 2007)). 
 
4) Media dei 10 valori di pixel più scuri nelle tre diverse aree cerebrali analizzate delle 10 sezioni 
trattate. Una volta calcolata la deviazione standard, è stato calcolato l’intervallo tra ± 1 Deviazione 
standard rispetto alla media, come finestra di validità per il saggio di qualità delle sezioni. La 
tabella seguente riporta un esempio del risultato di questo procedimento. 
 
Tabella 11 Esempio di calcolo dell’intervallo di validità dei valori ottenuti dall’analisi 
densitometrica (valori 0-255) su 5 vetrini (n=10 sezioni) di un lotto. 
 
LOT DENSITOMETRIC VALUES  BRAINSTEM PURKINJIE CORTEX 
Lot average value ± SD (n=10) 74,1±19,7 82,5±21,25 67,5±14,17 
Lot reference range 54,4 - 93,8 61,3 - 103,75 52,8 -  82,2 
 
Una volta ottenuto l’intervallo di qualità per il lotto di vetrini, in ogni successivo esperimento di 
analisi di sieri di pazienti, è stato aggiunto un controllo di qualità costituito dal siero di controllo 55 
CT testato su due vetrini (in totale 4 sezioni). Confrontando quindi la media della densitometria 
condotta sulle 4 sezioni con il siero di controllo con i valori di riferimento del lotto,  se i valori 
densitometrici per ciascuna delle 3 aree analizzate erano compresi nella finestra denominata “lot 
reference range” (vedi Tabella 11), l’esperimento si poteva ritenere valido. La tabella seguente 
(Tabella 12) riporta un caso concreto di un esperimento, in cui i valori medi delle 4 sezioni di 
controllo sono compresi nel range di validità (confrontare con Tabella 11).  
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Tabella 12 Esempio del confronto tra il valore di validità del test di immunoistochimica e i valori 
ottenuti con il siero di controllo 55CT in un esperimento di routine con 2 ripetizioni in date diverse 
(21 e 27/10/2010). 
 
SLIDE NUMBER - DATE BRAINSTEM PURKINJIE CORTEX 
Slide # 23 
21/10/2010 
Section1 = 108 Section1 = 106 Section1 = 72 
Section2 = 58 Section2 = 90 Section2 = 63 
Slide # 66 
27/10/1010 
Section1 = 72 Section1 = 84 Section1 = 56 
Section2 = 87 Section2 = 90 Section2 = 63 
AVERAGE 81,25 92,5 63,5 
 
 Approccio statistico  
La metodica ideata ci permette di valutare la qualità dei preparati istologici in relazione al 
mantenimento di un valore numerico specifico ottenuto dalla valutazione densitometrica del siero di 
controllo 55CT, in quanto il lotto di vetrini per essere considerato valido deve produrre valori 
densitometrici contenuti nel range di riferimento per quel lotto. Per standardizzare ulteriormente la 
nostra metodica abbiamo quindi analizzato i dati ottenuti mediante un approccio statistico. A tale 
scopo, abbiamo utilizzato il pacchetto statistico R che consente di analizzare le misure ripetute, ed è 
anche conosciuto con il termine di "modello ad effetti misti" o “mixel model”. Questo modello 
risulta specifico per gli esperimenti di  laboratorio dove l’operatore effettua le misure ripetendole in 
duplicato o in triplicato, nel tentativo di eliminare l’incertezza della misura dovuta a variabili 
incontrollate che perturbano l’esito dell’esperimento. Pertanto questo modello risultava il miglior 
approccio da utilizzare per la nostra analisi. Abbiamo quindi considerato i seguenti dati: 
 
Tabella 13 Dati collezionati in tre anni di ricerca. 
NUMBER OF LOTS COLLECTED 11 
Number of densitometric values for 
BRAINSTEM 
55 
Number of densitometric values for 
CORTEX (LAYER V) 
55 
Number of densitometric values for 
PURKINJIE CELLS 
55 
TOTAL N.OF DATA FOR THE ANALYSIS 165 
 
Mediante l’utilizzo del pacchetto R, l’analisi dei dati ha prodotto il seguente grafico, da cui si 
evidenzia una sostanziale sovrapposizione tra dati del Midollo (M) e quelli della Corteccia (C).  
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Fig. 14 Rappresentazione della distribuzione dell’intensità di pixel per quanto riguarda la 
corteccia  (C) midollo allungato (M) e cellule del purkinjie (P) 
 
L’analisi statistica ha infatti indicato che le misure ottenute da neuroni tratti dal midollo sono 
correlate linearmente (64%) a quelli di Purkinjie. Tenendo conto delle misure ripetute (mixed 
model) abbiamo ottenuto la seguente analisi della varianza: 
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Fixed effects: 
                 Estimate Std. Error t value 
regionecorteccia   67.402      4.213  15.999 
regionemidollo      1.272      4.761   0.267 
regionepurkinjie   12.007      3.453   3.478 
 
Questi risultati indicano che se preleviamo dei dati in modo casuale dal gruppo di misure relative 
alla corteccia, sono plausibili valori medi che si attestano attorno a 67.4 mentre per il midollo 68.7, 
e per le cellule del Purkinjie 79.4, più o meno un valore casuale che dipende dalla particolare fettina 
scelta nel campione, distribuito normalmente con media nulla e deviazione standard attorno a 13.2 
[midollo 12.8, purkinjie 4.9]. Questo significa che, teoricamente, esiste il 67% di probabilità che i 
valori della corteccia siano compresi nell'intervallo di due deviate (54.2; 80.6)  [(55.9; 81.5) , (74.5; 
84.3)] 
 
Random effects: 
 Groups   Name             Variance Std.Dev. Corr         
 soggetto (Intercept)      173.829  13.1844               
          regionemidollo   164.237  12.8155  0.343        
          regionepurkinjie  24.285   4.9280  0.999 0.294  
 
 
Residual                  213.042  14.5960               
Number of obs: 126, groups: soggetto, 14 
 
Infine il software ha fornisce una stima della variabilità residua, che viene modellata da una 
distribuzione gaussiana di media zero e deviazione standard 14,6. In questa variabilità residua 
vengono accumunati tutti i fattori che influiscono sulle misure di laboratorio, e visto che il risultato 
è pari a zero la conclusione è che il nostro metodo è estremamente robusto in quanto si ottengono 
risultati molto consistenti e senza variazioni dovute a variabili di laboratorio tra misure ripetute. 
 
 Metodo di calcolo: ideazione di un programma disponibile on line 
Alla luce dell’utilità che può avere questa metodica nel campo del controllo qualità in 
immunoistochimica, si è deciso di creare un programma disponibile via web, in modo che chiunque 
decida di affrontare questa problematica possa utilizzarlo inserendo i valori numerici ottenuti con le 
differenti metodiche utilizzate nei vari campi  di ricerca.  
 
Per fornire i valori corretti a coloro che intendono approcciarsi all’utilizzo di questa metodica, 
abbiamo realizzato una procedura automatica che consente di determinare i "valori di interesse". La 
procedura si basa su “libraries” esistenti a corredo del pacchetto statistico R e consiste dei seguenti 
passaggi. 
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L'utente deve innanzitutto scaricarsi il pacchetto R, e alla prima apertura scaricare due library 
denominate "MASS" e "lme4". Questa operazione si può fare in due modi: o andando sul menu 
principale di R e cliccare sulla voce paccheetti - installa pacchetti, oppure direttamente dalla finestra 
dei comandi denominata R Console digitare: 
install.packages("MASS") 
install.packages("lme4") 
 
A questo punto il software R sarà in condizione di operare l'analisi densitometrica, secondo la 
seguente serie di passaggi: 
  
Fase 1. L'utente crea un foglio di calcolo, ad esempio MS Excel © ™ (sulla falsariga della Fig 15) 
di tre colonne; nella prima colonna viene riportato il numero di riferimento del vetrino; nella 
seconda colonna i valori determinati con la densitometria; nella terza colonna la regione da cui 
viene tratta la lettura. Siccome le letture vengono effettuate in duplicato, tipicamente per ogni 
vetrino avremo compilato sei righe del foglio. Le tre colonne necessariamente devono essere 
intitolate subject, measure, region. Un foglio in bianco può essere scaricato da 
http://www.dmi.units.it/densitometry/sheet.xls 
 
Fase 2. Quando il foglio è stato compilato, lo si salva con nome (ad esempio, dataset) in formato 
plain text direttamente nella directory root del computer (usualmente, C: nei sistemi Windows).  
 
Fase 3. Dalla pagina web http://www.dmi.units.it/densitometry/ si copia il listato completo della 
funzione Densito e la si incolla nella R Console 
 
Fase 4. Si richiama la funzione specificando il path dove è contenuto il file dei dati; nel nostro 
esempio, si deve digitare  Densito("C:\\dataset.txt"). La funzione installa i pacchetti MASS 
necessario to compute the profile log-likelihoods for the parameter of the Box-Cox power 
transformation in order to manage possible skewed data distributions, and "lme4" in order to treat 
as a random effect the pseudoreplication obained in the duplicate measures. 
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Fig. 15 Esempio  di format per l’inserimento dei dati. 
 
Fase 5. L'output fornito dalla funzione rappresenta i range di nostro interesse: 
brainstem from 31.84133 to 66.9456  
cerebellum from 40.07386 to 77.53534  
cortex from 32.59394 to 67.92748  
Supplementary material, il listato della funzione Densito: 
Densito <- function(filename) { 
datadensito<- read.table(filename, header = TRUE); 
attach(datadensito); 
library(MASS); 
boco<- boxcox (measure ~ region, lambda = seq(-3, 3, 0.01), plotit= FALSE); 
sup<- max(boco$y); 
index<- which( sup == boco$y); 
esponent<- boco$x[index]; 
response<- measure^esponent; 
library(lme4); 
mixed2<- lmer ( response ~ region + (1 | subject ) ); 
cat("\n") 
lobst<- (fixef(mixed2)[[1]] - as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
hibst<- (fixef(mixed2)[[1]] + as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
locrb<- (fixef(mixed2)[[1]] + fixef(mixed2)[[2]] - 
as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
hicrb<- (fixef(mixed2)[[1]] + fixef(mixed2)[[2]] + 
as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
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loctx<- (fixef(mixed2)[[1]] + fixef(mixed2)[[3]] - 
as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
hictx<- (fixef(mixed2)[[1]] + fixef(mixed2)[[3]] + 
as.numeric(summary(mixed2)@REmat[1,4]))^(1/esponent) 
cat("\n") 
cat( "brainstem from", lobst, "to", hibst, "\n") 
cat("\n") 
cat( "cerebellum from", locrb, "to", hicrb, "\n") 
cat("\n") 
cat( "cortex from", loctx, "to", hictx, "\n") 
cat("\n") 
detach(datadensito); 
 
 Conclusioni 
La metodica di analisi della reattività anti-neurale dei sieri da noi sviluppata ha come punti di forza 
la valutazione semi-quantitativa con definizione di un cut off, la possibilità di guidare l’occhio 
dell’operatore nella definizione del pattern di marcatura mediante l’uso dei falsi colori, la possibilità 
di monitorare nel tempo la qualità del test e del substrato istologico utilizzato.  
 
Infine, la metodica TABA per le alte performance diagnostiche dimostrate  (specificità = 90,65%, 
sensibilità 90,9%, PP 66,7%, PN 97,98%) si presenta come un test diagnostico ad elevato 
potenziale, grazie anche alle sue promettenti garanzie di accuratezza. 
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4.6 Utilizzo del metodo TABA per l’identificazione di pattern di marcatura 
specifici per le Neuropatie periferiche. 
Il punto di partenza di questa parte della tesi è stata la scelta di tre sieri caratteristici delle sindromi 
neurologiche che colpiscono il sistema nervoso periferico per valutare la loro reattività con un 
substrato del sistema nervoso centrale utilizzando il cervello di ratto. In Figura 16, si può 
evidenziare come il siero 42CT, che era positivo per il ganglioside GD1a è risultato negativo al test 
TABA, mentre gli altri due sieri, 90CT, con positività al’Asialo GM1 e 105CT negativo a tutti i kit 
diagnostici, hanno dimostrato forte positività al test TABA.  Alla luce di questi risultati si è voluto 
indagare la reattività dei sieri di pazienti con neuropatie periferiche nei confronti del nervo sciatico 
di ratto mettendo a punto un protocollo di immunoistochimica appropriato. 
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Fig. 16 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto di tre pazienti affetti da neuropatie 
periferiche  e relativa specifica della positività ai kit diagnostici commerciali. Gli anticorpi primari 
sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario  IgG della 
Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
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Tabella 14 Caratteristiche dei sieri analizzati  neg=negativo,  sp = fortemente positivo, pos= positivo, bl = borderline, x= positivo al test. 
ID Patologia TABA GD1a GD1b GM1 Asialo GM1 GM2 GQ1b MAG SGPG Paraneoplastic panel 
105CT Neuropatia a piccole fibre (Small Fibers Neuropathy) pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
90CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta pos neg x(bl) x(bl) x (sp) x(bl) x(bl) neg neg neg 
79CT Polineuropatia sensitiva idiopatica bl neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
42CT polineuropatia sensitiva demielinizzante su base disimmune (GD-1a correlata) neg x neg neg neg neg neg neg neg   
103CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta bl neg x neg x(bl) neg neg neg neg   
99CT Poliradicoloneuropatia demielinizzante infiammatoria cronica pos neg neg x(bl) x(bl) neg x neg neg neg 
104CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta pos neg neg neg neg neg x(bl) neg neg   
57CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta bl neg neg x x neg neg neg neg   
16CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta neg neg x neg neg neg neg neg neg   
47CT poliradicolite della cauda equina p neg neg neg x neg neg neg neg neg 
74CT polineuropatia carenziale da deficit di vitamina B 12 bl neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
110CT polineuropatia carenziale da deficit di vitamina B 1 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
66CT mononeurite cranica bl neg neg neg X neg neg neg neg   
118CT polineuropatia associata a gammopatia monoclonale pos neg x(bl) x(bl) neg neg neg x x   
115CT CIDP - polineuropatia demielinizzante infiammatorio cronica neg neg x(bl) x(bl) x(bl) neg neg neg neg neg 
107CT polineuropatia sensitiva autoimmune pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
71CT Polineuropatia sensitivo-motoria da gammopatia monoclonale con positività degli anticorpi anti-MAG bl neg neg neg neg neg neg x x neg 
121CT Neuropatia motoria multifocale neg neg neg x x(bl) neg neg neg neg   
51CTL Neuropatia motoria multifocale in paziente con mielopatia cervicale spondilogena neg neg neg x x neg neg neg neg   
49CT polineuropatia sensitiva su verosimile base disimmune bl neg neg neg neg neg neg neg neg   
97CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta neg neg x(sp) neg neg neg x(bl) neg neg neg 
59CT snd di Guillain Barrè - poliradicolonevrite demielinizzante infiammatoria acuta neg neg neg x x (bl) neg neg neg neg   
145CT polineuropatia prevalentemente assonale verosimilmente autoimmune neg neg neg neg x (bl) neg neg     neg 
146CT CIDP - polineuropatia demielinizzante infiammatorio cronica neg neg neg neg neg neg neg x x   
147CT polineuropatia demielinizzante sensitivo-motoria pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg 
 
  
La tabella 14 riassume le caratteristiche del 
siero sono state riportate anche le positività o negatività riscontrate dall’analisi di diversi kit 
commerciali (kit anti-MAG Bühlmann; kit GanglioCombi Bühlmann; kit
Neuronal Antigens Profile 2 EUROLINE Euroimmun). Il primo passo per lo sviluppo di tale 
protocollo è stato quello di scegliere un anticorpo secondario anti
mostrasse alcuna reattività di fondo nei confronti del nervo. A questo scopo sono stati 
confronto due anticorpi commerciali policlonali provenienti dalle aziende Dako e Jackson.
Fig. 17 Immunoistochimica su sezione sagittale di nervo sciatico di ratto. Sono stati messi a 
confronto l’anti-human IgG HRP della 
PBSTween 0,05% e senza l’utilizzo dell’ anticorpo primario. Barra di calibrazione di 50 µm
 
Dall’analisi della figura 17, si può notare che l’anticorpo dell’azienda Dako mostra una reattività d
fondo, mentre quello della Jackson non rivela alcun tipo di legame con le componenti del nervo. La 
prova è stata effettuata anche testando due diverse diluizioni degli anticorpi (dil. 1:200 e 1:400) ma 
in entrambe si conferma la maggior reattività di fon
esperimento è stato possibile scegliere l’anti
in quanto ci permette di escludere marcature aspecifiche.
 
Dall’analisi della letteratura sui diversi protocolli 
riscontrate diverse metodiche riguardanti i tipi di detergenti utilizzati e la presenza o meno di 
fissazione delle sezioni tissutali (utilizzo del Tw
Triton X100 0,3%:(Corder et al. 2010
gruppo di sieri analizzati nella nostra ricerca. Per ogni 
-SGPG Bühlmann; kit for 
-human IgG (Ab II) che non 
Dako e della Jackson alle diluizioni 1:200 e 1:400 diluiti in 
do dell’anticorpo della Dako. Grazie a questo 
-human IgG della Jackson come anticorpo secondario 
 
utilizzati per il nervo sciatico sono state 
een20 0,05%: (Dubovy et al. 2010
); utilizzo metanolo (Pareek et al. 1997
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passaggio, abbiamo ritenuto quindi che fosse importante effettuare un confronto tra alcune delle 
alternative descritte in letteratura. È stato quindi confrontato l’effetto di due detergenti, il Tween 20 
diluito in PBS allo 0,05% e il Triton X-100 diluito allo 0,3%. In parallelo sono state confrontate le 
reazioni immunoistochimiche su sezioni trattate con un protocollo di fissazione in MeOH per 10 
minuti alla temperatura di 4°C o senza fissazione, e con diverse diluizioni dell’anticorpo primario 
(siero del paziente). Come si può osservare dai pannelli della Figura 18, l’unica metodica che 
permette la visualizzazione di una marcatura è la combinazione del Triton X-100 diluito allo 0,3% 
in PBS, con l’uso dell’anticorpo primario diluito 1:600 su sezioni di nervo sciatico di ratto non 
fissate. 
 
Il miglior risultato ottenuto con il Triton X-100, un detergente più forte rispetto al Tween 20 (Jakop 
et al. 2009), è dovuto probabilmente alla necessità di usare un solvente che permetta una miglior 
permeabilizzazione delle sezioni di nervo caratterizzate da un’alta resistenza del tessuto alla 
penetrazione degli anticorpi. Con la metodica di fissazione con MeOH non si è ottenuta alcuna 
colorazione. Si può ipotizzare che la fissazione con tale reagente determini l’alterazione strutturale 
degli epitopi dei target degli anticorpi presenti nel siero che quindi non possono legarsi ai propri 
antigeni.  
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Fig. 18 Immunoistochimica su sezione sagittale di nervo sciatico di ratto fissate e non fissate. Nel 
pannello in alto è stato utilizzato come detergente il Tween 20 diluito allo 0,05% in PBS su sezioni 
di nervo fissate con Metanolo (MeOH) e su sezioni non fissate. Nel pannello in basso è stato 
utilizzato come detergente il Triton X-100 diluito allo 0,3% in PBS con sezioni di nervo fissate e 
non fissate. Come anticorpo primario sono stati utilizzati i tre sieri selezionati  a due diverse 
diluizioni (1:400 e 1:600). L’Ab II Jackson era diluito 1:400. Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
Dall’analisi della letteratura è stato trovato un altro protocollo basato sulla fissazione delle sezioni 
di nervo sciatico in paraformaldeide (PFA) al 4% (Pareek, Notterpek, Snipes, Naef, Sossin, 
Laliberte et al. 1997) e per tale motivo si è deciso di effettuare delle prove di tale protocollo. 
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Fig. 19 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto fissate. Confronto tra diversi 
protocolli di fissazione in PFA 4% a 4°C per 15 minuti. Tutte le soluzioni sono state diluite in PBS 
con Triton 0,3%. Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
La figura 19 mostra i risultati del confronto tra quattro diversi protocolli di immunoistochimica, che 
prevedono tutti una fissazione in paraformaldeide (PFA) diluita al 4% in PBS per 15 minuti a 4°C, 
ma che differiscono per le tempistiche di incubazione dell’Ab secondario e per l’ utilizzo o meno 
del siero bloccante e della BSA. Nell’esperimento mostrato nella figura 19A, le sezioni di nervo 
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sciatico sono state fissate con PFA 4% a 4°C per 15 minuti, quindi incubate con il siero 42 CT 
(1:600) a 4°C over night (o/n) e con l’anticorpo secondario della Jackson (1:400) per 3h a 
temperatura ambiente. La figura 19B mostra invece i risultati di un esperimento in cui è stato 
applicato lo stesso protocollo sopra descritto con l’aggiunta di una incubazione per 15 minuti con 
soluzione bloccante per l’Ab II composta da “goat blocking serum” prima dell’incubazione o/n con 
il siero. Nella figura seguente (fig. 19C) è stata aggiunta alla soluzione bloccante anche la bovine 
serum albumin (BSA). Infine, in figura 19D, le sezioni sono state direttamente incubate con 
l’anticorpo primario 42CT o/n a 4°C senza l’utilizzo di soluzioni bloccanti mentre il tempo di 
incubazione per l’Ab secondario è stato ridotto a 1h a temperatura ambiente (Poliak, 2002). 
Dall’analisi di tali pannelli si può notare come il protocollo di fissazione con PFA 4% determini la 
deposizione non specifica del colorante e dia quindi un fondo che non permette di distinguere in 
maniera chiara la marcatura del siero. Anche l’utilizzo di un siero bloccante (da solo o con 
l’aggiunta di BSA) non riesce a prevenire la colorazione aspecifica delle sezioni e non costituisce 
quindi un buon protocollo utilizzabile per il nervo sciatico. Si può notare come la seconda tecnica, 
che utilizza sezioni di nervo sciatico non fissate, permetta la visualizzazione delle sezioni in 
maniera molto più nitida rispetto alla prima e permetta così maggiori possibilità di analisi. Una 
volta stabilito quindi il miglior anticorpo secondario, il miglior detergente, le diluizioni appropriate 
e la miglior tecnica per le preparazione delle sezioni (fissate o non fissate) è stato possibile testare i 
sieri a nostra disposizione. 
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Fig. 20 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. In questo pannello sono stati 
raggruppati i sieri che presentavano una marcatura simile, ipotizzata come la componente 
assonale del nervo. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 
mentre l’Ab II della Jackson ha diluizione 1:400 in PBS con Triton 0,3%. Barra di calibrazione 50 
µm. 
 
 
Fig. 21 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. In questo pannello sono riuniti i sieri che 
presentavano una diversa tipologia di marcatura riconducibile probabilmente alla componente gliale o 
vasale del nervo. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’Ab 
II della Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBSTriton 0,3%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
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Fig. 22 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. In questo pannello sono stati 
raccolti i sieri che presentavano una marcatura mista con sia la componente assonale che 
gliale/vasale. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti diluiti 1:600 mentre l’Ab II 
della Jackson è diluito 1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
 
 
Fig. 23 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Nella figura sono rappresentati i 
sieri risultanti negativi alla marcatura. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti 
con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in 
PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione 50 µm. 
 
 
Le immagini della figura 20 mostrano le sezioni di nervo sciatico incubate con sieri accumunati da 
una stessa tipologia di marcatura caratterizzata da linee definite, sottili con un piccolo 
rigonfiamento all’estremità. Per le dimensioni, la forma e la spaziatura è stato ipotizzato che tali 
strutture siano degli assoni. Nella figura 21 sono raffigurate le marcature prodotte da sieri, 
caratterizzate da linee meno marcate e più ramificate, riconducibili probabilmente a cellule gliali 
formanti la mielina e/o al loro rivestimento in collagene che contiene i vasi sanguigni e forma 
l’endonevrio (marcatura glia/vasi). Nella figura 22 sono mostrate sezioni di nervo sciatico incubate 
con sieri che hanno prodotto un pattern misto con entrambe le tipologie di marcature (assoni e 
glia/vasi), mentre nella figura 23 sono mostrate sezioni incubate con sieri che non hanno prodotto 
alcun tipo di colorazione e che pertanto sono da considerarsi negativi per la reattività verso il nervo 
sciatico.  Dopo l’analisi dei sieri tratti da pazienti affetti con neuropatie si è passati allo studio delle 
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reattività prodotte da sieri di pazienti affetti da altre due malattie neurologiche e da sieri provenienti 
da pazienti sani. Con le stesse modalità si è verificata la reattività di 16 sieri di pazienti con la 
sclerosi multipla (Fig. 24) (malattia autoimmune con anticorpi contro la mielina del sistema nervoso 
centrale), 7 sieri di pazienti con l’atassia di Friedreich (Fig. 25) (malattia genetica 
neurodegenerativa non autoimmune) e 39 donatori sani (Fig 26). 
 
Fig. 24 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico di 6 sieri di pazienti con la sclerosi multipla. La figura A rappresenta una marcatura 
assonale, la B gliale/vasale, la C mista con zone assonali e zone gliali/vasali e la D negativa. Gli 
anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo 
secondario della Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di 
calibrazione di 50 µm. 
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Fig. 25 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico dei 7 sieri di pazienti con l’atassia di Friedreich. La figura A non presenta marcature, la B 
una marcatura di tipo assonale mentre la C gliale/vasale. Gli anticorpi primari sono costituiti dai 
sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 
1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
Confrontando i diversi pannelli si può osservare che, nonostante l’origine e le caratteristiche 
patologiche della sclerosi e dell’atassia di Friedreich siano diverse tra loro e differiscano rispetto 
alle neuropatie autoimmuni, alcuni sieri manifestano comunque una reattività verso il nervo sciatico 
così come accade per i sieri sani. Si ritrovano anche qui le due tipologie di marcature osservate con 
i sieri di pazienti con neuropatie.  
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Fig. 26 Immunoistochimica di sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico di 8 sieri di donatori sani. Nonostante la mancanza di patologie questi sieri mostrano delle 
marcature di diversa tipologia. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con 
diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS 
con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
 Protocollo IgM 
Alla luce di questi primi risultati relativi alla messa appunta di un protocollo per la diagnosi delle 
neuropatie autoimmuni, e presa visione della poco specificità del disegno di marcatura che si 
presenta anche in sieri di patologie che non presentano una componente autoimmune del SNP, 
abbiamo iniziato un nuovo studio partendo dal cambio di anticorpo secondario, ponendo così 
l’attenzione sulla speficità di anticorpi anti IgM (Mata et al. 2011). 
 
Dati di letteratura infatti confermano che anticorpi anti antigeni del nervo sono stati trovati in 
pazienti con neuropatie croniche demielinizzanti immuno mediate incluse neuropatie croniche 
demielinizzanti, poliradiculoneuropatie, neuropatie multifocali motorie e polineuropatie 
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demielinizzanti, tutte associate ad una specificità anti IgM (Nobile-Orazio et al. 2011). Questi 
anticorpi sono infatti prevalentemente anti isotipo IgM ed includono anticorpi contro la 
glicoproteina della mielina (MAG), che vengono associati prevalentemente alle neuropatie sensitive 
demielinizzanti, anti sulfatide, associati a neuropatie sensoriali assonali (Pestronk et al. 1991) o 
demielinizzanti (Carpo et al. 2000), anticorpi anti ganglioside GM1 (Pestronk et al. 1988; Carpo et 
al. 1999), GM2 (Cavanna et al. 1999) o GD1a (Carpo et al. 1998) associati con neuropatie motorie 
multifocali con o senza blocco di conduzone e correlate ad anticorpi anti GQ1b e GD1b (Willison et 
al. 2001). Questa panoramica di associazioni anticorpi-patologie è tutt’ora una questione aperta, non 
solo per quanto riguarda la rilevanza patogenetica degli anticorpi, ma anche per la la loro ipotetica 
rilevanza diagnostica. Questo perché molti studi riguardanti le associazioni cliniche di queste 
reattività riguardano gruppi definiti di pazienti con patologie ben note per i quali la diagnosi di 
neuropatia immuno mediata risulta già chiara anche in assenza di test specifici. Nel lavoro di Nobile 
Orazio e colleghi (Nobile-Orazio et al. 2008) gli autori  hanno esaminato un numero di 539 pazienti 
con neuropatie o sindromi cliniche correlate ed hanno studiato la presenza nel siero di questi 
pazienti di anticorpi anti IgM  e la loro importanza nella diagnosi di queste patologie. I risultati 
ottenuti sono riassunti nella segente tabella: 
 
Tabella 15 Percentuale di positività di anticorpi classe IgM riscontrati nel siero di 539 pazienti. 
Specificità anticorpale studiata 
(Igm) 
Percentuale di positività ottenuta 
Anti MAG 45,1% 
Anti- GM1 80% 
Anti GM2 77% 
GD1 a + GD1b 80% 
 
In conclusione questo studio, importante sia per il gran numero di pazienti testati che per la speficità 
dei test effettuati,  conferma che alti titoli di anticorpi anti IgM risultano fortemente predittivi per la 
diagnosi di neuropatie immunomediate e l’identificazione di queste positività può dimostrarsi un 
grande aiuto per il trattamento specifico di tali patologie. Alla luce di queste considerazioni 
abbiamo effettuato lo stesso lavoro predentemente illustrato per la classe anticorpale IgG anche con 
un anticorpo commerciale specifico per le IgM. 
 
Siamo partiti degli stessi  tre sieri di riferimento precedentemente illustrati ed abbiamo testato la 
loro positività su sezioni di cervello di ratto. E’ da sottolineare che in questo caso non è stato 
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possibile effettuare l’analisi densitometrica TABA perché il cut off della metodica è stato ideato 
solo per le IgG. 
 
Fig. 27 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto di tre pazienti affetti da neuropatie 
periferiche  e relativa specifica della positività ai kit diagnostici commerciali. Gli anticorpi primari 
sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della 
Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
L’approccio utilizzato in questa parte dello studio riguardante le neuropatie periferiche è stato 
diverso rispetto al capitolo sulle IgG. Nella prima parte del lavoro infatti avevamo provato a 
dividere i diversi disegni di marcatura in base alla componente strutturale del nervo che risultava 
marcata : glia, vasi. In questa seconda parte invece si è puntata l’attenzione sulle classi di patologie 
maggiormante rappresentate nel pool di sieri a disposizione si è cercato di trovare un pattern da 
accomunarsi alla specifica patologia e alla specifica positività anticorpale rilevata dai kit 
diagnostici. In particolare per quanto riguarda le polineuropatie i risultati ottenuti sono riassunti 
dalla seguente immagine. 
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Fig. 28 Pazienti affetti da Polineuropatie. In figura sono rappresentati tre sieri risultati positivi 
all’immuno con anticorpo anti IgM e la loro positività ai kit diagnostici. Gli anticorpi primari sono 
costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario IgM della 
Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
 
Dall’analisi dei risultati ottenuti vediamo che tutti e tre i sieri risultano positivi all’analisi 
immunoistochimica, ma, nonostante i sieri 146CT e  71CT presentino la stessa positività antigenica 
il loro disegno di marcatura risulta chiaramente diverso: il primo presenta una marcatura 
nitidamente assonale, mentre il secondo sembra marcare le componenti della glia, così come il 
42CT. 
 
Il secondo gruppo di patologie analizzate è caratterizzato dalla Sindrome di Guillain Barrè  
 
Fig. 29 Pazienti affetti da Polineuropatie. In figura sono rappresentati tre sieri risultati positivi 
all’immuno con anticorpo anti IgM e la loro positività ai kit diagnostici. Gli anticorpi primari sono 
costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario IgM della 
Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
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Per quanto riguarda questa classe di sieri, troviamo che la marcatura ricalca un disegno simile tra i 
vari sieri : tutti e tre presentano una positività a livello degli assoni, che però non è possibile 
associare ad una specificità di carattere antigene-specifico in quanto il 90 CT e il 59 CT 
differiscono dal 103 CT per la specificità alla classe di gangliosidi identificata dal kit diagnostico 
commerciale. Analogamente a quanto fatto in precedenza abbiamo testato anche un pool di sieri di 
pazienti affetti da Sclerosi Multipla (Fig.30), da Atassia di Friedreich (Fig.31) e di donatori sani 
(Fig.32).  
 
Fig. 30 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico di 3 sieri di pazienti con la sclerosi multipla. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri 
dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 1:400 
(diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
 
 
Fig. 31 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico dei 3 sieri di pazienti con l’atassia di Friedreich. Gli anticorpi primari sono costituiti dai 
sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 
1:400 (diluizioni in PBS con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
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Fig. 32 Immunoistochimica su sezioni di nervo sciatico di ratto. Reattività su sezioni di nervo 
sciatico dei 3 sieri di donatori  sani . Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con 
diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Jackson ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS 
con Triton 0,3%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
 
Confrontando i diversi pannelli si può osservare che, analogamente per come descritto nel capitolo 
precedente, nonostante l’origine e le caratteristiche patologiche della sclerosi e dell’atassia di 
Friedreich siano diverse tra loro e differiscano rispetto alle neuropatie autoimmuni, alcuni sieri 
manifestano comunque una reattività verso il nervo sciatico così come accade per i sieri sani.  
 
A questo punto, avendo vagliato tutte le strade a nostra disposizione per quanto riguarda l’ideazione 
di un protocollo “home made” per le neuropatie autoimmuni abbiamo deciso di comparare la nostra 
metodica con un kit diagnostico commerciale che utilizza come substrato nervo sciatico di primate, 
intestino e cervelletto. Lo scopo di questo lavoro è stato quello di valutare se i limiti su cui ci siamo 
imbattuti nella messa a punto del nostro protocollo e nella precisa discriminazione di un pattern di 
marcatura omogeno su fettine fresh frozen potessero essere riscontrati anche utilizzando un kit 
commerciale. Sono stati testati nuovamente tutti i sieri dei pazienti affetti da neuropatie, i donatori 
sani, i pazienti affetti da MS e FA sia per quanto riguarda la classe anticorpale IgG che IgM. 
 
I risultati mostrati in figura 33 sono rappresentativi soltanto del kit con anticorpo secondario anti 
IgM in quanto  il kit relativo alle IgG ha prodotto dei risultati molto difficili da interpretare a causa 
del’alto fondo relativo ai controlli negativi del test. Tale problematica è già stata ampiamente presa 
in esame nel primo capotolo relativo ai controlli qualità dei test di immunoistochimica e pone 
nuovamente l’attenzione sulla necessità di standardizzare la diluizione degli anticorpi primari nei 
kit commerciali. Per questo motivo abbiamo deciso di porre la nostra attenzione relativamente alle 
immuno specifiche per l’isotipo IgM. 
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Fig. 33 Immunoistochimica con kit commerciale EUROIMMUN e relativa positività al test TABA e 
al saggio di immunoistochimica su nervo sciatico. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei 
pazienti con diluizione 1:100 mentre l’anticorpo secondario commerciale del kit è pronto all’uso. 
Barra di calibrazione di 25 µm. 
 
In figura sono stati riportati i sieri 42CT, 90CT e 105 CT  e le rispettive positività al test TABA e 
all’immuno home made su nervo sciatico, e, come si può evincere dall’analsi della figura i risultati 
sono discordanti da quelli rilevati dal kit commerciale. Per quanto riguarda il siero 42CT è 
confermata la positività trovata col TABA sulla sezione di cervelletto, mentre per quanto riguarda il 
nervo sciatico l’immunofluorescenza su questo substrato non denota un nitido disegno di positività. 
Relativamente al siero 90 CT né l’immuno su cervelletto né quella su nervo sono concordanti con 
gli esperimenti precedentemente eseguiti. Nell’immuno su sezioni di cervello di ratto (Fig. 27) è 
molto evidente e chiara ,infatti, una positività a livello delle cellule del Purkinjie, marcatura che nel 
kit commerciale non è assolutamente evidente. Analogo ragionamento si può effettuare per quanto 
riguarda il nervo, salvo il fatto che una lieve positività si può trovare a livelli di alcune strutture 
assonali, anche se non ben definita. Infine il siero 105 CT presenta una conferma a livello del 
substrato del cervelletto e una situazione difficile da interpretare per qunto riguarda il nervo.  
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Il terzo substrato che propone il kit è da considerarsi una sorta di “substrato di controllo”, in quanto 
gli antigeni caratteristici di patologie neurologiche periferiche non presentano reattività verso la 
componente dell’intestino, che, in questo caso però evidenzia positività specie in relazione al siero 
16  e 105 CT. 
 
Dall’analisi effettuata su questo gruppo di sieri relativi a pazienti con neuropatie periferiche 
possiamo affermare che la metodica dell’immunoistochimica presenta ancora numerosi limiti per 
poter essere utilizzata nel campo della diagnostica, specie per quanto riguarda l’utilizzo di un 
substrato come il nervo perferico. E’ fondamentale infatti standardizzare il protocollo di estrazione 
del tessuto, la porzione da tagliare al criostato, senza dimenticare la qualità dei reagenti e le 
diluizioni da utilizzare.  In letteratura vi sono dei lavori in cui gli autori propongono le cosìdette 
“SOP” (standard operating procedure) (Jeffrey Boone Miler 2011), ma la difficoltà principale sta 
nell’applicarle ai differenti substrati ed anticorpi che si utilizzando nella pratica comune.  
 
Conclusioni 
In conclusione il problema per l’identificazione dell’autoimmunità in pazienti con comprovata o 
sospetta neuropatia autoimmune in assenza di positività con kit diagnostici che non siamo test 
ELISA o line blot risulta tutt’ora un problema aperto. Il punto di partenza per fare un passo avanti 
in questo ambito sarebbe quello di cercare dei centri di riferimento per lo studio di queste patologie 
raccogliendo il più gran numero di sieri possibile ed iniziare così un attento lavoro di screening e di 
messa a punto di protocolli che possano risultare delle linee guida per la diagnostica di laboratorio, 
spesso troppo approssimativa e poco standardizzata. 
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4.7 Utilizzo del metodo TABA per lo studio di pazienti affetti da SLA 
Nell’ultima parte della tesi si è voluto testare il metodo TABA per la sua capacità di identificare la 
presenza di autoanticorpi antineurali in una patologia in cui l’autoimmunità viene proposta come 
possibile eziogenesi ma non vi sono ancora prove della presenza di autoanticorpi contro un 
substrato specifico. A tale scopo abbiamo studiato la reattività dei sieri di pazienti affetti da Sclerosi 
Laterale Amiotrofica . 
Il campione di pazienti oggetto dello studio è composto da: 14 soggetti di cui 5 maschi (35,7%) e 9 
femmine (64,3%). Tutti i pazienti affetti da SLA sono stati valutati per varie caratteristiche cliniche 
e laboratoristiche quali: la regione anatomica di esordio della sintomatologia (bulbare o spinale) 
(Tabella 16), la presenza di neoplasia all’anamnesi (Tabella 17), la presenza di autoanticorpi 
aspecifici nel siero utilizzando la metodica TABA precedentemente esposta, la presenza di 
autoanticorpi antineurali specifici (anti-anfifisina, anti-CV2.1, anti-PNMA2, anti-Ri, anti-Yo e anti-
Hu) tramite Line Blot , e per altri kit diagnostici ne caso in cui il clinico avesse avuto altri sospetti 
di reattività anticorpale (Tabella 18). 
 
 
Tabella 16 Regione di esordio della sintomatologia. 
Regione di esordio della 
sintomatologia Frequenza Percentuale 
bulbare 6 42, 9% 
spinale 8 57,1% 
Totale 14 100% 
 
 
Tabella 17 Presenza di neoplasia riferita all’anamnesi. 
Neoplasia Frequenza 
 
Percentuale 
Assente 9 64, 3% 
Spinale 5 35, 7% 
Totale 14 100% 
 
 
Tabella 18 Positività al TABA (reattività autoanticorpale aspecifica). 
TABA Frequenza 
 
Percentuale 
Negativo 5 35,7% 
Positivo 9 64,3% 
Totale 15 100% 
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Tabella 19 Caratteristiche dei pazienti e relativa positività ai test commerciali. 
PATIENT 
num 
AGE 
TABA 
Paraneo antigen 
POSITIVE 
Other 
antigen 
POSITIVE 
Brainstem Purkinjie Cortex 
24CT 67y sp n n Ma2/Ta; 
ASIALO 
GM1 
52CT 74y neg neg neg   
58CT 84y 
Pos 
nucleo 
Pos 
Citoplasma e 
nucleolo 
Bl 
Nucleo 
 
  
69CT 71y 
sp 
 
sp pos 
Ri, amphipysin 
 
Pl-7, Ro-52 
78CT 60y sp sp pos 
Ri (bl); 
amphipysin (bl) 
 
101CT 78y 
pos 
nucleo 
sp 
Citoplasma e 
nucleolo 
bl 
citoplasma 
  
112CT 64y 
pos 
bl-citolasma 
puntinato 
bl bl   
113CT 76y 
pos 
bl citoplasma 
bl neg  Ro-52 
116CT 73y bl neg neg   
120CT 79y neg 
neg 
Citoplasma e 
nucleolo 
neg   
132CT 67y pos pos neg   
133CT 83y 
sp 
Nucleare e bord 
citoplasma 
 
pos 
Citoplasma e 
nucleolo 
bl 
Nucleo e bl 
citoplasma 
 
Ro-52 
Mi- 2 
Scl-75 
135CT 73y 
pos 
Nucleare e bord 
citoplasma 
sp 
Citoplasma e 
nucleolo 
pos 
Nucleo e bl 
citoplasma 
  
137CT 81y sp sp sp  Ro-52 
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Fig. 34 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto di due pazienti affetti SLA e relativa 
analisi densitometrica semiquantitativa con il metodo TABA. Gli anticorpi primari sono costituiti 
dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo secondario della Dako anti human 
IgG HRP ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
 
In figura 34 è possibile apprezzare il particolare delle tre aree cerebrali prese in considerazione 
nell’analisi immunoistochimica TABA  in riferimento a un siero positivo (pannello superiore) e uno 
negativo (pannello inferiore). E’interessante notare come la positività (colore verde chiaro) sia 
circoscritta ai nuclei delle cellule neuronali in tutte e tre le aree prese in considerazione. In figura 35 
i sieri sono stati raggruppati secondo un criterio ben definito: nel pannello superiore i sieri positivi 
al TABA (24 69 e 78CT) e positivi anche al line blot per gli antigeni delle sindromi 
paraneoplastiche; nel pannello di mezzo i pazienti positivi al TABA ma negativi al line blot (132, 
133 e 135 CT), e nel pannello sottostante i sieri negativi a entrambi i test (52, 116 e 120 CT).  
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Fig. 35 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto pazienti affetti SLA e relativa analisi 
densitometrica semiquantitativa con il metodo TABA. Nel pannello superiore: sieri positivi al 
TABA al line blot per gli antigeni delle sindromi paraneoplastiche nel pannello di mezzo i pazienti 
positivi al TABA ma negativi al line e nel pannello sottostante i sieri negativi al TABA e al line blot.  
Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 mentre l’anticorpo 
secondario della Dako anti human IgG HRP ha diluizione 1:400 (diluizioni in PBS con Tween 
0,05%). Barra di calibrazione di 25 µm. 
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In Figura 35 si nota nuovamente come il pattern di marcatura sia dei pazienti positivi al kit 
paraneoplastico (69 CT e 78 CT), che dei pazienti negativi a tale test è ricondicibile a qualche 
componente del nucleo cellulare nello specifico in relazione alle cellule del Purkinjie, che risultano 
invece negative nei pazienti in Figura 37, ma anche alle altre componenti cerebrali come dimostra 
la figura 36. 
 
 
Fig. 36 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto pazienti affetti SLA e relativa analisi 
densitometrica semiquantitativa con il metodo TABA di 4 pazienti positivi al taba e negativi al kit 
paraneoplastico. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 1:600 
mentre l’anticorpo secondario della Dako anti human IgG HRP ha diluizione 1:400 (diluizioni in 
PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
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Fig. 37 Immunoistochimica su sezioni di cervello di ratto di pazienti affetti SLA e relativa analisi 
densitometrica semiquantitativa con il metodo TABA di 5 pazienti negativi al TABA. Particolare 
delle cellule del Purkinje. Gli anticorpi primari sono costituiti dai sieri dei pazienti con diluizione 
1:600 mentre l’anticorpo secondario della Dako anti human IgG HRP ha diluizione 1:400 
(diluizioni in PBS con Tween 0,05%). Barra di calibrazione di 50 µm. 
 
La SLA è una patologia eterogenea e complessa, di cui si conosce ancora poco dal punto di vista 
patogenetico. L’ipotesi autoimmunitaria, presa parzialmente in considerazione dalla letteratura 
(Pagani, Gonzalez and Uchitel 2011) ultimamente sta acquistando maggiori consensi, anche perché 
la capacità diagnostica nel campo dell’autoimmunità del sistema nervoso si sta evolvendo in 
maniera molto rapida. Inoltre, negli ultimi decenni, sono state identificate numerose patologie 
neurologiche caratterizzate dalla presenza di autoanticorpi, sia patogenetici che semplici indicatori 
di malattia, come le sindromi paraneoplastiche del sistema nervoso (Giometto 2008) . 
 
Lo scopo di questo lavoro è quello di cercare una reattività autoanticorpale aspecifica che potesse 
confermare o smentire l’ipotesi patogenetica autoimmune, oppure riuscire ad identificare nel TABA 
un test diagnostico che potesse essere di ausilio nella diagnosi di SLA. Questo studio dimostra 
inoltre come la reattività autoanticorpale aspecifica dei pazienti affetti da SLA sia statisticamente  
significativa se si considera  che pazienti con positività al TABA erano nel 85,7% dei casi negativi 
per gli anticorpi antineurali. Questo alto grado di positività può far sospettare la presenza di altri 
autoanticorpi, non evidenziabili con i test diagnostici di routine, che potrebbero, se identificati, 
rivestire un importante ruolo sia nella diagnosi che nella patogenesi della SLA. 
 
Inoltre c’è da sottolineare che l’identificazione di anticorpi specifici, in pazienti con TABA 
positivo, non esclude la presenza di altri autoanticorpi non evidenziati dal Line Blot per gli antigeni 
paraneoplastici, ed è per questo motivo che, alla luce di un disegno di marcatura strettamente legato 
 alle componenti nucleari delle cellule (Fig 
blot specifico per antigeni nucleari, com
 
Fig. 38 Line Blot Myositis Profile Euroimmun per il siero 133 CT.
 
I test effettuati con questo line blot specifico per antigeni nucleari ha portato all’individuazione di 
una forte positività per quanto riguarda 4 sieri su 14 (Tabella 19
ben caratterizzata in patologie sistemiche come il Lupus e  la Sindrome di Sjogren 
Burlingame and Bunn 2009; Defendenti et al. 2011
autoantigene non è stato ancora chiarito 
 
La completa comprensione di tali meccanismi patogenetici potrebbe quindi
cui poi poter agire terapeuticamente se ben identificato e definito.  Visto il numero limitato di sieri 
presi in esame questi primi dati possono solo ritenersi dei risultati preliminari per continuare ad 
indagare la presenza di possibili nuovi target per lo studio de
l’utilizzo del TABA come ausilio nell’identificazione della SLA, soprattutto
manifestazioni neurologiche poco evidenti, sia importante ai fini diag
35) si è deciso di testare tutti i sieri anche con
e il line blot_MIOSITI Euroimmun (Fig 
) per la proteina nucleare 
), anche se  il ruolo patogenetico di questo 
(Ishii et al. 2003).  
 evidenziare un target su 
lla SLA. Inoltre, n
nostici. È inoltre emerso che il 
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 un line 
38). 
 
 
Ro-52, già 
(Parker, 
on è chiaro se 
 nei pazienti con 
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35,7% dei pazienti affetti da SLA erano portatori di una neoplasia di cui 60% carcinomi del colon e 
40% carcinomi della prostata, dati che ci portano a sospettare una possibile associazione tra la SLA 
e qualche forma di sindrome paraneoplastica non nota. Tuttavia, non è ancora del tutto chiaro se la 
forma pura di SLA associata a carcinoma sia paraneoplastica, non è stata infatti evidenziata 
tutt’oggi ancora un’associazione  tra SLA e cancro (Vigliani MC 2000). 
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